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RESUMEN 

La guayaba (Psidium guajava L.) es de los frutales más importantes económica y 

socialmente en México. Sin embargo, la sobre maduración y mal manejo 

postcosecha causan graves pérdidas económicas para los productores. La 

maduración del fruto depende de la respiración y producción de etileno que es 

regulada por enzimas que modifican sus características organolépticas. Algunas de 

estas enzimas modifican la pared celular ablandando el fruto y son reguladas por 

sistemas endógenos como los microRNA (miRNA) que actúan a nivel 

postranscripcional. En este trabajo se identificó y analizó la expresión de 3 

fragmentos de los genes β-1,4-endoglucanasa 17 (PgE17), β-galactosidasa 1 

(PgGa1) y glucosilceramidasa no lisosomal (PgGly1) en guayaba. La secuencia 

putativa de la proteína PgE17 tiene una similitud del 98 % con una secuencia 

homóloga en el cromosoma 4 del genoma de guayaba, además de contener parte 

del dominio Glyco_hydro_9. La secuencia aminoacídica putativa de PgGa1 tiene 

una similitud del 98.2 % con una secuencia del cromosoma 10 de guayaba y 

además, contiene parte del dominio Glyco_hydro_35. Por último, la secuencia 

putativa de la proteína PgGly1 obtuvo una similitud de 92 % con una 

glucosilceramidasa no lisosomal de Eucalyptus grandis, además de contener el 

motivo YMRPLAIWAMQWAL. El análisis filogenético agrupó las 3 secuencias 

dentro de la familia Myrtaceae. La expresión de los 3 genes fue en todos los tejidos, 

siendo la más alta de PgE17 y PgGa1 en los estadios rayado y maduro, y la más 

alta de PgGly1 en hoja, tallo y estadio sobre maduro.  

En el análisis de miRNA se identificaron 29 familias expresadas durante los estadios 

rayado y maduro, de las cuales 27 se expresaron en el fruto maduro y 17 en el 

rayado. De estas familias, las denominadas 159, 160, 166, 171, 319 y 535 mostraron 

relación directa con la maduración, involucradas en la biosíntesis de etileno o en la 

modificación de pared celular, y las denominadas 169, 395, 398, 528 y 2120 tuvieron 

relación indirecta participando como factores de crecimiento o enzimas secundarias. 
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ABSTRACT 

Guava (Psidium guajava L.) is one of the most economically and socially important 

cultivars in Mexico, nevertheless, over ripening and bad post-harvest management 

causes monetary losses for the producers. Guava fruit ripening process depends on 

its ethylene breathing and production levels, which are regulated by enzymes that 

modifies the organoleptic properties of the fruit. Some of these enzymes modifies 

the cell wall causing the softening of the fruit and are regulated by endogenous 

systems such as the microRNAs (miRNA) which acts at a posttranscriptional level. 

In this work, three fragments belonging to β-1-4-endoglucanase 17 (PgE17), β-

galactosidase 1 (PgGa1) and non-lysosomal glucosilceramidasa (PgGly1) genes 

and its expression levels were identified and measured in guava. Putative protein 

sequence PgE17 has a 98 % of similitude with a sequence in the 4th chromosome 

of guava genome, also contains part of the Glyco_hydro_9 domain. Aminoacidic 

putative sequence PgGa1 has a 98.2 % of similitude with a sequence found inside 

the 10th chromosome of guava genome, part of the Glyco_hydro_35 domain was 

also found inside the sequence. At last, putative sequence of the protein PgGly1 has 

a 92 % similitude with a non-lysosomal glucosylceramidase of Eucalyptus grandis, 

and contains the YMRPLAIWAMQWAL motif. Phylogenetic analysis grouped the 3 

fragments inside the Myrtaceae family. Expression of the 3 genes were found in all 

tissues, being the highest in the breaker and ripe states for PgGa1 and PgE17 and 

leaves, stem and over ripe state the highest for PgGly1. 

In the miRNA analysis a total of 29 different families were identified. In the ripe state 

the expression of 27 of these families were observed, and only 17 in the breaker 

state. Families 159, 160, 166, 171, 319 and 535 showed a directly relationship with 

the ripening process (ethylene biosynthesis and cell wall modification), and families 

169, 395, 398, 528 and 2120 showed to be indirectly related (growing factors and 

secondary enzymes).  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

En México, la guayaba es una fruta que se ha cultivado por más de un siglo, lo que 

le confiere una importancia económica, social y regional. Este fruto ha tenido un 

potencial productivo alto en el mercado a largo plazo, haciéndolo un cultivo rentable 

y adecuado al tipo de agronomía que se maneja en México. El fruto del guayabo 

cuenta con una alta demanda a nivel internacional, debido a la gran cantidad de 

productos de alto valor nutrimental que se derivan de ellas; que van desde los dulces 

hasta las frutas en conserva. En Aguascalientes, la mayor parte de la producción de 

este fruto se concentran en el municipio de Calvillo, ocupando el segundo lugar de 

producción a nivel nacional, sólo después de Michoacán. Esto genera divisas y 

empleos a miles de productores. La calidad del sabor, olor y color de la guayaba 

que se produce en Aguascalientes es reconocida a nivel mundial, por lo que se han 

establecido estándares rigurosos para mantener la calidad de exportación. En 

especial se debe cuidar el fruto durante todas sus etapas de maduración, en el 

manejo postcosecha y de transporte. Actualmente se siguen desarrollando técnicas 

y metodologías para evitar daños de tipo mecánico y asegurar que la vida de 

anaquel del fruto sea larga y llegue en las mejores condiciones posibles desde el 

árbol a la mesa del consumidor. El estudio biológico-molecular de la maduración del 

fruto es esencial para entender los mecanismos de este proceso en todas sus 

etapas, y con esto lograr el desarrollo de nuevas técnicas que permitan mejorar la 

calidad del fruto e incluso tener impacto en los costos de producción y exportación. 

La maduración de un fruto climatérico requiere de una serie de reacciones 

bioquímicas reguladas por el etileno. El etileno es biosintetizado en el ciclo de Yang, 

a partir de metionina se genera S-Adenosín metionina (SAM) que es transformada 

a 1-ácido carboxílico-1-aminociclo propano (ACC), el cual es oxidado a etileno por 

acción de la enzima ACC oxidasa (Binder, 2020). Además, la producción de etileno 

está controlada por una serie de enzimas importantes, tanto promotoras como 

inhibidoras como las poligalacturonasas (Vera et al., 2015) que actúan en la 

degradación de carbohidratos complejos a azúcar sencillos en la pared celular y en 
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el mesocarpio del fruto, lo que modifica la firmeza, sabor y la generación de 

compuestos orgánicos volátiles.  

Durante la maduración del fruto, existen cambios físicos, que se caracterizan por el 

cambio de color, incremento de sabor, dulzura y ablandamiento del fruto (Orathai et 

al., 2015). El ablandamiento del fruto está directamente relacionado con la 

modificación de la lámina primaria de la pared celular, donde se encuentra las 

microfibrillas de celulosa embebidas en una red de hemicelulosa y pectina. Estos 

cambios son regulados por diferentes enzimas que actúan en conjunto durante la 

maduración, como las β-1,4-endoglucanasas y las xiloglucanasas.  

Se sabe que existe la necesidad e interés por mejorar tanto la calidad del fruto para 

aumentar la vida de anaquel (Fruticultores 2010, PEGUAM, 2010). El conocimiento 

de los procesos bioquímicos y moleculares que participan en la maduración, como 

los involucrados en la modificación de la pared celular, facilitará su manipulación 

para mejorar las características del fruto.  

Por lo anterior, en este trabajo se identificó y analizó la expresión de los fragmentos 

de tres genes relacionados con el proceso de maduración de la guayaba: β-

galactosidasa 1 (PgGa1), β-1,4-endoglucanasa (PgE17) y glucosilceramidasa no 

lisosomal (PgGly1). Mediante análisis bioinformáticos BLASTn y BLASTp se 

encontraron en los cromosomas 4 y 6 de guayaba secuencias similares a los 

fragmentos de PgE17 y PgGa1, con una similitud del 98 y 98.2 %, respectivamente, 

y para el fragmento PgGly1 se encontró una similitud del 92 % con una 

glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis. También se encontró parte de los 

dominios Glyco_hydro_35 y Glyco_hydro_9 dentro de las secuencias aminoacídicas 

putativas de PgGa1 y PgE17, respectivamente. El análisis filogenético agrupó a los 

3 fragmentos dentro de la familia Myrtaceae. Por otra parte, el análisis de co-

expresión de los 3 fragmentos, reveló que actúan de manera conjunta con enzimas 

relacionadas con la expansión de la pared celular como las xiloglucan 

endotransglucosilasas y expansinas, y con la generación de compuestos volátiles 

que modifican el sabor y olor de las frutas en maduración. El análisis de qRT-PCR 

reveló que aunque los 3 genes se expresaron en todos los tejido analizados, la de 
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PgE17 y PgGa1 fue mayor en los estadios rayado y maduro, y la de PgGly1 tallo en 

fruto sobre maduro. 

Por último, se identificaron 77 secuencias de miRNA maduro expresados durante 

los estadios de fruto rayado y maduro, que se clasificaron en 28 familias. En el 

estadio maduro se observó la expresión de 27 de estas familias, mientras que en el 

rayado solo 17. Las familias denominadas 159, 160, 166, 171, 319 y 535 mostraron 

estar directamente relacionados al proceso de maduración (biosíntesis de etileno y 

modificación de pared celular), mientras que las denominadas 169, 395, 398, 528 y 

2120 mostraron una relación indirecta (factores de crecimiento y enzimas 

secundarias).  
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Origen y distribución de la guayaba  

 

La guayaba tiene su origen en los trópicos de Mesoamérica del viejo mundo, aunque 

ahora es considerada nativa de México y se extiende por todo Sur América, Europa, 

África y Asia (Urquía et al., 2021). Evidencia arqueológica reciente, muestra que ha 

sido usada y conocida ampliamente en Perú antes de que Colombia existiera. Crece 

en todas las áreas tropicales y subtropicales en el mundo y se adapta perfectamente 

a cualquier condición climática diferente, pero es preferente del clima seco (Pérez 

et al., 2008). Esto ha hecho que su distribución haya llegado a más de 60 países 

con bajas latitudes. Su crecimiento es óptimo a temperaturas de entre 15 y 30 °C, 

mientras que a bajas temperaturas el desarrollo de su fruto se ve gravemente 

afectado. La cantidad de agua para la manutención de este cultivo se encuentra 

entre los 1000 a 2000 mm por año (Fisher y Melgarejo, 2021). 

Esta planta en la actualidad se cultiva desde las costas del este de África a la región 

pacifica, incluida China e India, con variedades que originalmente se introdujeron 

hace más de 300 años desde América. Generalmente la planta de la guayaba se 

distribuye de una manera tan fácil por los trópicos debido a que acepta muchos tipos 

de suelos y sus semillas se esparcen con gran facilidad. Además, el árbol de 

guayaba tiene una gran resistencia, y es considerado entre los más fuertes entre 

los frutales tropicales ya que sobrepasa en capacidad de productividad y 

adaptabilidad a otras especies (Baby y Priya, 2011).  

 

2.2 Importancia de la guayaba en México 

 

En México y en el mundo, la guayaba es un fruto de gran valor económico y social 

debido a su alto aporte nutricional, a que es la base de múltiples productos de tipo 

medicinal y alimenticios (Padilla et al., 2007). La variedad mayormente cultivada es 

la media china, la cual se caracteriza por su intenso sabor dulce y pulpa rosa (Padilla 

et al., 2014). La guayaba es considerada una fruta estacional, siendo los meses de 
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octubre a enero los de mayor consumo y demanda; básicamente para preparar 

platillos o bebidas navideñas como el ponche. Durante el resto del año, el consumo 

es principalmente como fruta fresca y es relativamente menor al del invierno, sin 

embargo, durante todo el año se consume en forma de dulces, ates, mermeladas, 

jaleas, licores, entre otros. En el mercado nacional, como fruta fresca, la guayaba 

tiene poca demanda debido a su corta vida de anaquel, menos de 10 días a 

temperatura ambiente y de 15 días en refrigeración, en comparación con la de otros 

frutos como la manzana o la naranja (PEGUAM, 2010). 

En México, en particular en el municipio de Calvillo en el estado de Aguascalientes, 

esta fruta se ha cultivado durante siglos, y actualmente cuenta con una producción 

de 49,697.10 toneladas totales (SIAP, 2020). Otros estados de la república también 

cuentan con una producción importante de este fruto, como Michoacán con 

172,729.94 toneladas (SIAP, 2020), Zacatecas con 32,252.48 toneladas, entre otros 

(Tabla 1). Estos tres estados encabezan los primeros lugares de producción, 

dejando a México en el cuarto lugar en exportación a nivel mundial (SIAP, 2020). 

Sin embargo, su alto valor comercial internacional se ve disminuido debido a la 

fragilidad del fruto ante golpes, magulladuras y a su sobre maduración durante el 

manejo postcosecha, lo que dificulta su transporte y exportación, generando 

grandes pérdidas económicas a los productores y exportadores (Martínez-González 

et al., 2017). La guayaba tiene relevancia limitada para la economía a nivel nacional. 

Aun así, la producción de la fruta tiene bastante importancia social en México 

(PEGUAM, 2010). 

 

Tabla 1. Producción nacional de la guayaba. 

Entidad 
Superficie (ha) Producción 

(ton) 
Sembrada Cosechada Siniestrada 

Aguascalientes 3,330.90 3,330.90 0 49,697.10 

Baja California Sur 18.5 16.5 0 83.4 

Colima 15.75 15.75 0 185.54 

Chiapas 67 62 0 328.6 

Durango 227.57 192.55 0 438.7 

Guanajuato 122.1 106 0 868.66 
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Fuente: SIAP, 2020, ton= tonelada, ha= hectárea  

 

2.3 La guayaba en Aguascalientes  

 

En el municipio de Calvillo, Ags. se cultiva esta planta desde hace más de un siglo, 

y se estima que existen más de 4,500 productores, pequeños propietarios o 

ejidatarios, que generan empleos rurales y una derrama económica en la región 

(Fruticultores, 2010). La principal variedad cultivada en Calvillo es la media china, 

su producción abarca el 41.94 % de la superficie total sembrada con frutales y 

representa el 64.12 % del valor de la producción frutícola de la entidad (PEGUAM, 

2010; SIAP, 2020). Con esta importancia regional en mano, se logra destacar que 

el cultivo de esta fruta se hace rentable y adecuado a las condiciones agronómicas 

de la zona y que cuenta con un potencial productivo y de mercado a mediano y largo 

plazo (PEGUAM, 2010). 

 

2.4 Descripción botánica 

 

La planta de la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae, es un árbol o semi-

arbusto perennifolio, de 3 a 20 m de altura con una copa irregular y un diámetro de 

60 cm, con tronco generalmente torcido y muy ramificado, con ramas gruesas, 

ascendentes y retorcidas, y cubiertas en ambos lados de hojas (Baby y Priya, 

2011).. El árbol tiene una corteza delgada, suave y color cobre que cubre una capa 

Guerrero 219.08 212.75 0 2,142.18 

Hidalgo 53.2 52 0 350.45 

Jalisco 334.47 329.47 0 3,588.13 

México 844.5 838.5 0 9,714.52 

Michoacán 12,625.60 12,154.00 0 172,729.94 

Morelos 13.5 13 0 95.48 

Nayarit 35 35 0 281.07 

Puebla 53.5 52 0 498.93 

Querétaro 77 75 0 272.36 

Sinaloa 3 3 0 16.8 

Tabasco 18 18 0 215.28 

Veracruz 8 8 0 43.4 

Yucatán 16 16 0 240 

Zacatecas 1,950.00 1,944.00 0 32,252.48 

20,032.67 19,474.42 0 274,043.02 
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verdosa, y que contienen una considerable cantidad de taninos (de 11 a 27 %) 

(Kamath et al., 2008).  

Los frutos de la guayaba son globosos y carnosos, de color crema, amarillento o 

rosado, de olor fragante y sabor que va de dulce a agridulce, con pulpa color amarillo 

o rosa y con numerosas semillas (Padilla et al., 2007). Son alimento de la fauna 

nativa que dispersan las semillas y facilitan su propagación. Se considera fruto 

climatérico, lo que significa que su maduración está dada por sus niveles de 

respiración y producción de etileno (Padilla-Ramírez et al., 2010). Estos frutos tienen 

gran valor nutrimental por su alto contenido de vitamina A y C, que va desde 80 a 

100 mg por gramo de fruto (Padilla-Ramírez et al., 2010). También son ricos en 

taninos, tri-terpenos, flavonoides, saponinas, lecitina, potasio y fibra soluble (Padilla 

et al., 2014). Tienen un bajo porcentaje de grasas (menor a 1 %) y proteínas (0.88 

%), y contiene una cantidad de agua de aproximadamente el 85 % del fruto (Pérez 

et al., 2008). En estudios recientes, en los frutos de la guayaba se ha observado 

actividad antiinflamatoria, anti hiperglucémica (Camarena-Tello et al., 2018) y 

antihipertensiva, debido a su alto contenido en compuestos flavonóicos, fenólicos y 

antioxidantes (Ayub et al., 2010). Además, algunas variedades de pulpa rosa han 

demostrado que disminuyen el daño inflamatorio y oxidativo causado por algunos 

tipos de diabetes (Li et al., 2015). 

Las flores son verdes por fuera, con un olor dulcemente perfumado, actino mórficas, 

en el interior tienen un color blanco y cuentan de 4 a 5 pétalos, se encuentran de 

hasta 3 flores por hojas axilares y tienen anteras amarillas (Baby y Priya, 2011).  

Las hojas son decusadas simples; laminadas de 3 a 13.5 cm de largo, 

oblanceoladas, oblongas o elípticas; poseen un color verde brillante a verde 

pardusco; abundantes puntos glandulosos transparentes en el exterior, se rompen 

al estrujarse, son ricas en flavonoides, particularmente en quercetina, el cual ha 

demostrado tener efectos anti bacteriales y antidiarreicos (Kammath et al., 2008). 

 

2.5 Maduración de frutos 
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La maduración de un fruto se produce por una serie de cambios bioquímicos y 

fisiológicos, que ocurren en la etapa final del desarrollo del fruto, y que lo hacen ser 

más atractivo para su consumo. Aunque estos cambios varían entre las especies, 

es común que ocurra la modificación de la estructura y textura de la pared celular, 

que disminuya su turgencia, que aumente su jugosidad, que se dé la conversión de 

almidones a azúcares y la biosíntesis de pigmentos (Maduwanthi y Marapana, 

2017). Estos cambios son considerados eventos genéticamente programados, que 

son llevados a cabo de manera conjunta por enzimas que actúan durante los 

diferentes estadios de maduración (Wu et al., 2016). El ablandamiento del fruto es 

uno de los cambios más importantes a tomar en cuenta, ya que es una de las 

principales características que determinan la calidad y vida post cosecha del 

producto (Maduwanthi y Marapana, 2017). 

La cosecha de la guayaba debe llevarse a cabo cuando tenga cierto grado de 

madurez, ya que de esto depende su vida de anaquel y su comercialización. En 

regiones de clima tropical, la floración dura de 120 a 180 días dependiendo de la 

variedad y de las condiciones agroecológicas del cultivo, y la guayaba puede estar 

en condiciones de cosecha en todo el año. La cosecha se realiza teniendo en cuenta 

características organolépticas, como firmeza, color y tamaño (Parra, 2014). 

Al ser un fruto de tipo climatérico, su proceso de maduración se basa en los niveles 

respiratorios y de producción de etileno, responsable de cambios en el color, la 

textura y el sabor, que indican variaciones en la composición química. Los niveles 

respiratorios de la guayaba pueden alcanzar un valor que va de 20 a 80 mL de CO2 

kg/h y la producción de etileno de 5 µL/h (Mellidou et al., 2012). El etileno es la 

principal hormona auto-catalítica en frutos climatéricos, es la responsable de la 

señalización y síntesis de las demás enzimas relacionadas con la maduración 

(Binder, 2020). El proceso de maduración está dado por una serie de cambios 

físicos, químicos y bioquímicos en el fruto que se dan mediante la síntesis de 

muchas enzimas y transcripción de genes (Wu et al., 2016). La mayor parte de estas 

enzimas trabajan en conjunto, de manera coordinada, para degradar y modificar 

carbohidratos complejos en monosacáridos simples en diferentes partes del fruto, 

como la pulpa y la pared celular (Franková y Fry, 2013), incrementando el sabor 
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dulce y la producción de compuestos volátiles orgánicos característicos del fruto 

(Rizzo, 2015).  

Existen una serie de factores físicos, químicos y bioquímicos que afectan de manera 

directa a la maduración del fruto de la guayaba. Un factor importante es el clima, ya 

que, si es tropical, el fruto maduro se obtendrá solamente una vez al año, es decir, 

es de temporada. Condiciones adecuadas para su producción son clima húmedo, 

con precipitaciones de 1000 a 2000 mm de lluvia por año, temperaturas medias de 

20 a 30 °C y una buena exposición solar (Dolkar et al., 2014). Por otra parte, el 

factor químico de mayor importancia en la maduración de la guayaba es la 

producción de etileno, ya que de ésta depende el grado y velocidad de maduración 

de un fruto climatérico. Se ha comprobado que los tejidos frutales expuestos a 

grandes concentraciones de etileno producen una serie de cambios que varía entre 

especies y en el nivel de maduración que se tenga. Por ejemplo, en frutos como la 

banana, la maduración es inmediatamente inducida, sin embargo, entre más 

inmadura esté la fruta, mayor concentración de etileno se requerirá (Maduwanthi y 

Marapana, 2019). En cuanto a los factores bioquímicos, el proceso de maduración 

requiere la coordinación de enzimas y fitohormonas, que interactúan para dar lugar 

a cambios fisiológicos y organolépticos como color, textura, firmeza, tamaño y 

aroma del fruto (Rodríguez et al., 2011).  

Como ya se ha mencionado, el etileno es la principal fitohormona que da paso a la 

maduración del fruto, y es por medio de un sistema enzimático que se sintetiza 

mediante la conversión de otros metabolitos como el ACC (Binder, 2020). Las 

reacciones de su metabolismo quedaron establecidas en el año de 1979 en el ciclo 

de Yang, donde todo el proceso comienza con la adenilación de una metionina que 

pasa a formar SAM, que posteriormente, con ayuda de la enzima ACC sintasa es 

transformada a ACC, y que es oxidada a etileno (Binder, 2020). Sin embargo, 

también existen otras enzimas relacionadas con la producción de etileno, como las 

que participan en la generación de compuestos volátiles aromáticos y en la 

degradación de la pared celular, por la ruptura de carbohidratos complejos a 

azúcares simples, para el ablandamiento del fruto. La pared celular primaria está 

constituida por microfibrillas de celulosa embebidas en una red de polisacáridos, en 
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su mayoría residuos de pectinas y hemicelulosa con enlaces β-1,4, formada 

principalmente de xiloglucanos, que forman enlaces de hidrógeno con las 

microfibrillas de celulosa (Salazar y Gamboa, 2013). Algunas de las principales 

enzimas modificadoras de la pared celular son las xiloglucan 

endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH/XET), β-galactosidasas, pectinaesterasas, y 

β-1,4-endoglucanasas, que actúan de manera conjunta y durante los diferentes 

estadios de maduración. Algunas de estas son autorreguladoras y se activan en 

presencia del etileno (Vera et al., 2015). La XTH/XET pertenece a la familia 16 de 

las glucosil hidrolasas, que hidroliza la hemicelulosa presente en la pared celular 

(Opazo et al., 2010). Esta enzima tiene dos roles diferentes, el primero es la de una 

transglucosilasa (XET) que se induce al tener una baja concentración de 

oligosacáridos de xiloglucanos, y cuya acción es romper una cadena de 

xiloglucanos para transferirlos a otra cadena, reestructurando la pared celular. Su 

segundo rol es la despolimerización de estos mismos residuos de xiloglucanos, 

promoviendo un rápido ablandamiento de la pared celular (Miedes et al., 2011). 

Las pectinaesterasas son otras enzimas responsables del ablandamiento del fruto 

y la elongación de la pared celular, que actúan durante los estadios rayado y maduro 

del fruto. Estas solubilizan residuos de pectinas por medio de la remoción de grupos 

metilo de las cadenas de polímeros de ácido galacturónico (poligalacturónidos), lo 

que causa su despolimerización. Por la acción de la enzima poligalacturonasa, 

posteriormente, pueden ocurrir dos diferentes procesos relacionados con el 

ablandamiento y firmeza de la pared celular, el primero es que los residuos 

galacturónicos con enlace β-1,4 y carga negativa, son hidrolizados por enzimas β-

1,4-endogalacturonasas, lo que favorece la hidratación de la pared celular y 

favorece el ablandamiento. El segundo proceso es la interacción entre los residuos 

galacturónicos (por lo menos 9 residuos) que con ayuda de iones calcio (Ca2+) 

promueven la formación de estructuras Egg-Box, las cuales aumentan la rigidez de 

la pared celular (Cabrera et al., 2008). Estudios anteriores han demostrado que, la 

actividad de las pectinaesterasas se incrementa conforme los niveles de respiración 

y producción de etileno (Anowar et al., 2014). Las β-galactosidasas trabajan en 

conjunto con las poligalacturonasas, disolviendo y despolimerizando las pectinas 
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generando pectinas solubles en agua. Sin embargo, su actividad decrece 

significativamente durante estadios más avanzados de maduración en frutos como 

el persimón y el mango. La β-galactosidasa acelera su actividad en frutos con daño 

por frío o en aquellos en los que se sometieron a atmósferas controladas (Huijuan 

Yang et al., 2018), además, los niveles se incrementan proporcionalmente conforme 

aumentan los niveles de ablandamiento en fruto (Akihiro et al., 2014). Las β-

galactosidasas pueden encontrarse en alguna de sus tres isoformas (I, II y III), 

dependiendo del tejido o del grado de maduración. La isoforma I es la predominante, 

y participa en la ramificación de cadenas de pectinas y degradación especifica de 

p-nitrofenil-β-D-galactopiranósidos y p-nitrofenil-α-L-galactopiranósidos. La 

isoforma II actúa sobre una amplia variedad de residuos de polisacáridos como la 

β-D-galactosil-(1,6)-D-galactósidos, β-D-galactosil-(1,6)-D-manosa y β-D-galactosil-

(1,4)-L-arabinosa. Por último, la isoforma III es específica para β-D-1-4-galactosil 

trisacáridos y polisacáridos (Akihiro et al., 2014). Por último, las β-1,4- 

endoglucanasas son celulasas pertenecientes a la familia 9 de las glucosil 

hidrolasas, que degradan cadenas de celulosa, de hemicelulosa y de otros 

polisacáridos que tengan residuos 1,4-β-glucosa en sus cadenas, como los 

xiloglucanos, por lo que se especula que trabaja en conjunto con las enzimas 

XET/XTH (Wei et al., 2010). Las β-1,4-endoglucanasas actúa durante la etapa tardía 

de la maduración cuando los enlaces más fuertes de pectinas y la mayor parte de 

la hemicelulosa ya ha sido hidrolizada. Además de estar relacionadas con la 

modificación de la pared celular en fruto, se ha observado que están implicadas en 

el desarrollo y crecimiento normal de hojas, tallo y raíz, así como en el desarrollo de 

las anteras (Buchanan et al., 2012). Estas enzimas han sido estudiadas en 

diferentes frutos climatéricos, como, por ejemplo, tomate (Jiang et al., 2019), mango 

(Yashoda et al., 2006) y fresa (Opazo et al., 2010). Sin embargo, en guayaba, los 

estudios dedicados a estos genes en particular son escasos, limitados y no 

concluyentes (Reyes et al., 2013; Abu-Bakr et al., 2003; Disket et al., 2017; Eliane 

et al., 2005).  

2.6 Regulación de la maduración 
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La regulación de la maduración en los frutos climatéricos puede ser de tipo físico, 

químico (hormonal) o genético, y pueden ser modificados de manera natural o bien 

artificial. Uno de los factores físicos más influyentes en la maduración de un fruto es 

la temperatura a la cual está expuesta la planta. El rango ideal está entre 6 a 30 °C, 

por lo que a temperaturas por debajo o por encima de estas se inhibe la maduración 

del fruto. Los productores y exportadores aprovechan esto y con cámaras 

refrigeradas llevan a cabo la conservación y extensión de vida de anaquel del 

producto. Otro factor que influye en la maduración es la composición de la 

atmósfera, ya que entre mayor sea la cantidad de oxígeno mayor es la estimulación 

de la maduración, y por el contrario, a mayor concentración de CO2 se inhibe el 

proceso. La presión atmosférica también afecta, al disminuir se produce una 

inhibición natural del proceso (Fischer y Melgarejo, 2021). La luz también es ha sido 

relacionada con la maduración del fruto (Cruz et al., 2018).  

En cuanto a regulación química, el etileno es la principal fitohormona relacionada 

con el proceso de maduración. La producción de etileno puede ser regulada por las 

auxinas, que favorecen la generación de SAM, precursor de la ACC y del etileno. 

La adición de minoetoxiniglicina (AVG) durante la maduración bloquea la 

transformación de SAM a ACC. Por otra parte, la adición de 1-metilciclopropano (1-

MCP) compite por los receptores de etileno en las membranas de la célula del fruto, 

bloqueando de manera natural la acción de etileno (Eliane et al., 2005). La 

producción de etileno ha podido ser regulada negativamente mediante mutaciones 

dirigidas y líneas transgénicas de ARN en anti sentido en frutos de tomate y 

manzana (Martínez-González et al., 2017). Los genes relacionados con la 

maduración pueden ser regulados de manera natural por sistemas endógenos, 

como con los miRNA que actúan de manera postranscripcional. Estudios en tabaco 

(Fangfang et al., 2015) y tomate (Chao et al., 2015) han demostrado que este tipo 

de regulación genética sucede durante diferentes estadios de maduración y en 

diferentes condiciones de estrés a los cuales se somete el fruto. La vigilancia de los 

factores que modulan la producción de etileno es muy importante para poder tener 

control de la velocidad de maduración (Reyes et al., 2013). 
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2.7 Antecedentes de análisis de expresión de genes de maduración  

 

A lo largo del tiempo se han desarrollado técnicas de biología molecular que 

permiten el aislamiento de secuencias codificantes de genes relacionados con la 

maduración de los frutos. Por medio de la extracción de ARN y análisis 

bioinformáticos, Reyes et al. (2013) logró obtener varias secuencias codificantes de 

expansinas (PgPG1, PgEXP2 y PgEXP3) y de ACC oxidasa (PgACO1) de guayaba. 

Esta secuencia tiene una similitud por encima del 80 % con otras enzimas ACC 

oxidasa (ACCo), y por lo menos dos de ocho regiones se encuentran altamente 

conservadas (Reyes et al., 2013). Además, mostraron que el nivel máximo de 

expresión de estas secuencias se presentó en el estadio rayado, para luego 

disminuir en los estadios maduro y sobre maduro (Reyes et al., 2013). También 

mencionan que por medio de la expresión de varios genes involucrados en la 

maduración de la guayaba se puede adelantar o atrasar su maduración. 

En otro trabajo, Miedes et al. (2010) aislaron el gen de SIXTH1, que pertenece a la 

familia de las XTH/XET, en tomates transgénicos. Sus resultados muestran que la 

expresión de SlXTH1 fue mayor en las zonas apicales de hipo cotiledones que en 

las basales, demostrando que hay una clara relación en cuanto a la extensibilidad y 

elongación celular y la expresión de este gen (Miedes et al., 2010). Además, 

observaron que los genes XTH producen varios tipos de proteína XET soluble, con 

actividad variable, dependiendo del lugar (basal o apical). Como conclusión, las 

enzimas XTH/XET juegan un rol muy importante en el ablandamiento y 

elongamiento de la pared celular en plantas (Miedes et al., 2010).  

Por otra parte, Opazo et al. (2010) caracterizaron dos ADNc codificantes para XTH 

y midieron sus niveles de expresión mediante q-RTPCR en fresa. El análisis de 

tiempo real en flores, raíz, hoja y en 4 estadios de maduración del fruto mostró que 

ambos genes se expresan más durante los estadios de verde grande y rayado, y 

que en hoja el nivel de expresión es casi el doble que en los demás órganos (Opazo 

et al., 2010). Además comprobaron que la cantidad de enzima XTH es constante en 

flores, raíz y hojas, mientras que en fruto aumenta conforme el estado de 

maduración avanza (Opazo et al., 2010).  
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Buchanan et al. (2012) realizaron la filogenia de 25 genes ortólogos pertenecientes 

a la familia de las β-1,4-endoglucanasas en una especie seleccionada de pastos. 

Estos concluyeron que están relacionados con la modificación y degradación de la 

pared celular. Se menciona que los genes encontrados tienen más del 90 % de 

similitud con algunos en maíz, sorgo y arroz. Las enzimas de cada clade mostraron 

similitudes en sus sitios catalíticos, estructura y función. Sus resultados muestran 

incluso que la posición, número y longitud de los intrones varían dentro de los 

mismos pastos, con excepción del primer intrón encontrado (intrón 1), el cual se 

encuentra totalmente conservado, en longitud y posición, por lo que representan un 

marcador molecular confiable para esta familia de genes. También demostraron que 

la familia de genes de β-1,4-endoglucanasa se encuentra repartida en todos los 

cromosomas de Arabidopsis thaliana y maíz. La q-RTPCR que realizaron mostró 

que por lo menos uno de los genes caracterizados se expresa mínimo en una parte 

de la planta, siendo la hoja, semilla y las flores donde más se da la expresión de 

esta familia de genes. 

En cuanto a β-galactosidasa, Akihiro et al. (2014), aislaron sus 3 isoformas y 

midieron su actividad en cuanto a la degradación de azúcares de la pared celular, 

así como los tiempos y sustratos que cada una requerían, llegando a la conclusión 

de que esta enzima, actúa en los estadios maduro y sobre maduro, debido a que 

durante el proceso de maduración de un fruto se dan dos pasos principales, el 

primero en donde los polisacáridos de mayor peso molecular son degradados por 

enzimas como la poligalacturonasa, y el segundo paso en donde actúan las 

galactosidasas, cuando las moléculas parcialmente digeridas son completamente 

degradadas en azúcares simples, lo que causa una completa debilitación de la unión 

entre paredes celulares. Sus resultados también muestran que las 3 isoformas de 

esta enzima degradan en general el mismo tipo de sustrato, sin embargo, cada una 

de ellas tiene un sustrato en especial que las otras dos no pueden reducir, para el 

caso de la isoforma 1 es el p-nitrofenil-α-L-arabinofuranósido, para la isoforma 2 se 

incluye el β-D-Galactosa y por último la isoforma 3 es capaz de degradar β-1-4-

galactosil tri y polisacáridos. Este mismo experimento y aislamiento de enzima fue 

repetido por Zainon et al. (1995) en mango, obteniendo los mismos resultados en 
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cuanto a degradación de sustrato y niveles de actividad catalítica durante diversos 

tiempos. 

 

2.8 Metabolismo de lípidos en plantas 

 

Dentro de la membrana plasmática de las células eucariontes, los esfingolípidos son 

la segunda clase más abundante de lípidos y son considerados como una red 

bioactiva. Los esfingolípidos están formados principalmente por esfingosina que al 

unirse a un ácido graso por enlace amida en su grupo amino forman ceramidas 

(Coant et al., 2020). A partir de las ceramidas, se pueden formar esfingomielinas, 

esfingosinas, esfingosinas 1-fosfato y los cerebrósidos o glucoceramidas si tienen 

unida una glucosa; estos últimos tienen unido en su grupo alcohol un azúcar que 

proviene de la UDP-Glucosa o UDP-galactosa (Figura 1) (Gault et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Tipos de esfingolípidos. A) Ceramida, B) Esfingomielina, compuesta por una 

ceramida y un grupo fosfocolina, C) Glucosilceramida, conformada por una ceramida 

y una glucosa, D) Esfingosina, formada por un grupo amino y un ácido graso, E) 

Esfingosina-1-fosfato, compuesta por una esfingosina y un grupo fosfato. Figura 

realizada con el software ChemAxon. 

En plantas la característica principal de los esfingolípidos es su alto contenido de 

cadenas largas tri hidroxiladas, las cuales son sintetizadas a partir de la hidroxilasa 

LCB-C4 (Chen et al., 2008), de estos esfingolípidos los más predominantes son las 
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glucosil inositofosforilceramidas (GIPCs) y las glucosilceramidas (GCR) que se 

encuentran en las membranas de las plantas, de estas sus cadenas largas de 

ácidos grasos son isómeros cis o trans de los 4-8-esfingodienina, 4-hidroxi-8-

esfingonina y 8-esfingonina (Naphatsamon et al., 2018; Melser et al., 2010). El rol 

de los esfingolípidos y glucosilceramidas en plantas ha sido relacionado con la 

tolerancia al frío y al congelamiento (Moellering et al., 2010), sin embargo, en 

estudios más recientes se han determinado más funciones que incluyen, la 

programación de la muerte celular (Saucedo-García et al., 2011) la señalización 

celular para la apertura y cierre de las células guarda (Guo et al., 2012; Ali et al., 

2018), la contribución de propiedades físicas y fisiológicas a la membrana celular 

como tolerancia a micotoxinas y diversos patógenos (Peer et al., 2010) el 

movimiento (tráfico) y modificación de lípidos de membrana (Markham et al., 2013), 

además de que algunas ceramidas son precursoras de cerca de 300 

glucoesfingolípidos diferentes (Leipelt et al., 2001). Los esfingolípidos y 

glucoceramidas también tienen un rol importante en el desarrollo y maduración del 

fruto en donde la extensión celular se ve afectada por los cambios en los lípidos de 

las membranas vacuolares, además se ha relacionado la degradación de 

esfingolípidos, glucosilceramidas, y el aumento de lípidos de tipo polar a los estadios 

tempranos y tardíos de la maduración del fruto (Corbacho et al., 2018; Parra-Lobato 

et al., 2017). También se les ha relacionado con procesos de elongación celular, y 

modificación de los lípidos de membrana en vacuolas y células durante el proceso 

de maduración (Chen et al., 2018; Corbacho et al., 2018). El catabolismo de 

glucoceramidas es intra lisosomal en donde se hace la remoción de los residuos de 

azúcar de los carbonos terminales, con esto se obtiene glucosa libre y ceramidas, 

esta acción la llevan a cabo en conjunto dos enzimas glucosilceramidasas, con 

diferentes estructuras y de diferentes familias, la glucocerebrosidasa (GB1) 

miembro de la familia glucosil hidrolasa 30 (30GH) y la β-glucosidasa (GB2) 

miembro de la familia glucosil hidrolasa 116 (116GH) (Fredj et al., 2018). La familia 

116GH se divide en 3 subfamilias: la primera contiene una β-glucosidasa (GB2), la 

segunda una β-N-acetilglucosaminidasa perteneciente a Sulfolobus sulfataricus 

(SSO3039) y en la última subfamilia varias β-xilosidasas y una β-glucosidasa de 
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Sulfolobus sulfataricus (SSO1353), estas tres subfamilias son funcionalmente 

diferentes (Ferrara et al., 2014). La estructura en aminoácidos de los miembros 1 y 

3 de esta familia han sido bien estudiados en animales y contienen dos dominios: el 

primero se encuentra hacia el  N-terminal que es de 318 residuos aminoacídicos 

(Glyco_hydr_116N) y está conformado por dos hojas β en formación de sándwich, 

sus sitios catalíticos aún son desconocidos para GB2 y las anotaciones de su 

función se limitan a la acción de catálisis de glucosilceramidas (Boot et al., 2007; 

Martin et al., 2013) y el segundo dominio está en el C-terminal con 360 residuos de 

aminoácidos (DUF608) y forma una estructura de solenoide (α-α-6) con función 

catalítica en los residuos de ácido glutámico (E441) entre la primera y segunda 

hélice α, y aspartato (D593) entre la quinta y sexta hélice α, en donde también 

contiene el sitio estructural de unión al ion Ca2+, su función consiste en la hidrólisis 

de uniones de poli o monosacáridos de ácidos grasos y formación de glucosa libre 

(Cobucci-Ponzano et al., 2010; Fredj et al., 2018). 

 

2.9 miRNAs  

 

Los miRNA son elementos no codificantes y fundamentales que actúan de manera 

específica regulando la expresión de genes, estos se encuentran en el genoma de 

todas las células eucariontes (Bavelloni et al., 2017); en su mayoría son de 18 a 22 

nucleótidos que se generan a partir de regiones en forma de bucle provenientes de 

precursores de transcritos endógenos, estos actúan pairándose con las secuencias 

de los genes que codifican para una proteína y así realizar una represión en su 

expresión (Zhang et al., 2018). Más en específico, estas regiones en forma de bucle 

se conocen como pre-miRNA (Sun, 2012), las cuales posteriormente se convierten 

en un complejo dúplex de ARN por la acción de una endoribonucleasa III (Dicer-

like1); el miRNA maduro se une a una proteína argonauta (AGO1), la cual a su vez 

forma parte de un complejo proteico de silenciamiento de genes inducido por 

complementariedad de ARN, que causa la degradación de un ARN mensajero 

(ARNm) o bien la represión transcripcional (Li et al., 2015). En plantas este 

mecanismo de silenciamiento ha demostrado que las secuencias de miRNA tienen 
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una alta complementariedad con su gen objetivo (Tsuzuki et al., 2016), sin embargo, 

en algunos casos no es completa e incluso pueden llegar a tener hasta 5 diferencias 

entre el miRNA y el gen objetivo y aun así tener actividad catalítica sobre el gen, 

esto es demostrado en los experimentos de Schwab et al. (2005), en donde 

probaron la actividad del miRNA 159, sobre 4 objetivos complementarios y 

sorprendentemente en uno de los casos con 5 diferencias entre objetivo y miRNA 

se vio afectado su nivel de expresión, con lo que demostraron que aunque no sea 

un objetivo específico y conservado evolutivamente entre especies, se da la 

regulación, lo que nos dice que en conjunto con el cambio evolutivo de ARNm, el 

miRNA cambia a la par (Xin et al., 2015). Estos hallazgos resaltan el hecho de que 

miRNA maduros así como las secuencias de sus genes objetivos están altamente 

relacionadas y conservadas entre diferentes especies de plantas, esto se ha logrado 

mediante la secuenciación de ARN, herramienta con la cual se pueden caracterizar 

e identificar los ARN pequeños (ARNs) expresados en una planta bajo un estrés 

específico (Axtell y Bartel, 2005); esto confirmado por varios artículos en donde se 

ha demostrado que bajo diferentes tipos de estrés como el hídrico (Ferdous et 

al.,2015), estímulos a la maduración (Meng et al., 2016) o deficiencia de minerales 

(Zeng et al., 2010), la cantidad y tipos de miRNA que se expresan varían. 

 

2.9.1 miRNAs y silenciamiento de genes 

 

En años recientes se han puesto en la mira los miRNA y el interés por ellos es 

debido a su habilidad para regular la expresión génica postranscripcional mediante 

la degradación del gen objetivo (Millar et al., 2019). Se han hecho grandes esfuerzos 

para la identificación y caracterización de los genes de miRNA, lo que incluye la 

generación de bibliotecas de ADNc o ARNs, sin embargo, existe la limitante de que 

los miRNA se expresan muy poco o nulamente si no es bajo condiciones o en un 

tipo de célula en específico, cosa que podría llegar a ser difícil en algunos casos 

(Sun, 2012), es debido a este tipo de obstáculos que el entendimiento de la función 

biológica de los miRNA, requiere también el conocimiento de los ARNm objetivos, 

para lo cual la bioinformática nos ayuda a predecir los objetivos putativos 
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basándonos en la secuencia de miRNA, así como la forma de actuar de ese miRNA 

específico (Zhang et al., 2018). En la actualidad no existen registros de estudios que 

se hayan realizado sobre miRNA o ARNs en guayaba, por lo que estos mismos 

permanecen siendo un misterio al no estar caracterizados o identificados. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El alto valor comercial de la guayaba reside en la gran variedad de subproductos 

medicinales y alimenticios como las jaleas, conservas y confitería. Sin embargo, el 

daño mecánico producido durante el manejo postcosecha y la sobre maduración del 

fruto crea un problema para su transporte y exportación, generando grandes 

pérdidas económicas a los productores y exportadores. Es por eso que es 

importante generar conocimiento de los genes involucrados en la modificación de la 

pared celular durante los diferentes estadios del proceso de maduración. Por lo 

anterior, este estudio tiene como propósito identificar, analizar de manera biológica, 

bioinformática y medir la expresión de los genes de β-galactosidasa 1 (PgGa1), β-

1,4-endoglucanasa 17 (PgE17) y una glucosilceramidasa no lisosomal (PgGly1) en 

hoja, tallo, raíz y 4 estadios de maduración del fruto. Además de hacer una 

identificación y caracterización de los miRNA expresados durante los estadios 

rayado y maduro del fruto de la guayaba y así contar con herramientas y técnicas 

moleculares que puedan ayudar a resolver el problema de sobre maduración 

postcosecha de la guayaba y en un futuro controlar el proceso de maduración. 

IV. HIPÓTESIS 

 

Los genes relacionados con el proceso de maduración de frutos climatéricos, como 

la PgE17, PgGa1 y PgGly1 se encuentran en guayaba. 

El análisis y conocimiento de los miRNAs existentes en guayaba, permitirá conocer 

el proceso de regulación de expresión de los genes producidos en una etapa 

específica de maduración del fruto. 

Algunos de los miRNAs encontrados en guayaba son homólogos a las secuencias 

de genes de maduración en guayaba, por lo que son capaces de regular la actividad 

de estos. 
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V. OBJETIVOS  

 

5.1 Objetivo general 

 

Analizar la expresión de los genes PgE17, PgGa1 y PgGly1, relacionados con el 

proceso de maduración en guayaba. Además de realizar la identificación y 

caracterización de los miRNA expresados en los estadios rayado y maduro de la 

guayaba. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar los genes relacionados con la maduración PgE17, PgGa1 y 

PgGly1 al en el genoma de P. guajava L. 

• Analizar los niveles de expresión mediante q-RTPCR de los genes objetivo 

en los estadios de maduración verde, rayado, maduro y sobre maduro; 

además de las hojas, el tallo y raíz. 

• Comprobar la existencia de miRNAs en fruto en estadio rayado y maduro, 

reguladores de los genes de interés o bien de genes relacionados con el 

proceso de maduración.  
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VI. METODOLOGÍA 

 

6.1 Recolección de material vegetal 

 

Durante todo el año 2018, se recolectó material vegetal de un árbol de P. guajava 

del tipo media china variedad Calvillo S-XXI, localizado en el campo experimental 

Cañones INIFAP en el municipio de Jalpa, Zacatecas (latitud 21°44'43.6"N; longitud 

102°58'02.0"W). Las muestras recolectadas fueron de hoja, tallo, raíz y del fruto de 

cuatro estadios de maduración: verde, rayado, maduro y sobre maduro (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Material vegetal recolectado. a) Hoja joven y verde, b) tallo joven y verde, c) raíz, 

d) fruto verde de aproximadamente 25 días después de la floración, e) fruto rayado de 

aproximadamente 3 meses y medio después de la floración, f) fruto maduro 5 meses 

después de la floración, g) fruto sobre maduro 6 meses después de la floración. 

 

6.2 Extracción de ARN total  
 

Todas las muestras utilizadas (hoja, tallo, raíz y fruto en todos sus estadios de 

maduración) siguieron la misma metodología para la extracción de ácidos nucleicos. 

La extracción fue siguiendo el método de CTAB de Doyle y Doyle (1987), con 

modificaciones. El material vegetal se pulverizó con nitrógeno líquido en mortero y 

se le adicionó inmediatamente 700 µL buffer de lisis (CTAB 3 %, PVP 2 %, EDTA 
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pH 8.0 25 mM, Tris-HCl pH 8.0 100 mM, NaCl 2 M) precalentado a 65 °C, la solución 

se mezcló vigorosamente en vórtex y se incubó a 65 °C durante 5 min con agitación 

constante. Posteriormente, se añadió 1 volumen de cloroformo–alcohol isoamílico 

49:1, se agitó vigorosamente durante 20 s y se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 

min. Se recuperó la fase acuosa en un microtubo nuevo, se añadió 1 volumen de 

fenol–cloroformo 1:1, se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 min, se recuperó la fase 

acuosa en un tubo nuevo y se añadieron 2 volúmenes de etanol absoluto y 0.3 

volúmenes de acetato de sodio 3 M, se mezcló y se incubó a -20 °C durante toda la 

noche. Se centrifugó por 15 min a 13,000 rpm, se decantó todo el sobrenadante y 

se lavó la pastilla de ARN con 1 mL de etanol al 80 %, se agitó vigorosamente, se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min, se decantó el etanol, se dejó secar y se 

resuspendió en 30 µL de agua DEPC y se guardó a -20 °C hasta su uso. Se 

comprobó la integridad y calidad del ARN mediante una electroforesis en geles de 

agarosa al 1 % teñidos con bromuro de etidio. Las muestras se cuantificaron 

utilizando un NanoDrop 2000 de ThermoFisher®. 

 

6.3 Diseño de oligonucleótidos degenerados para genes de interés 

 

Se diseñaron oligonucleótidos con el programa CODEHOP J 

(https://virology.uvic.ca/virology-ca-tools/j-codehop/). Se realizó un análisis de 

similitud con las herramientas TBLASTn, BLASTn y BLASTp (NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2019) para seleccionar los organismos que se 

utilizarían para el diseño de los oligonucleótidos. Para los tres genes se tomó como 

referencia Eucalyptus grandis; para el gen de PgGa1 se tomaron las secuencias de 

Solanum lycopersycum (NM_001247536), Lycopersycum esculentum (AF023847), 

Nicotiana tabacum (KF267437); para PgE17, las especies de S. lycopersycum 

(NM_001247953), Capsicum annuum (XM_016710307), Populus trichocarpa 

(HQ331264); y para PgGly1, las especies de Vitis vinífera (XP_002278061.1), S. 

lycopersycum (XP_004234960.1), Glycine max (XP_003526711.1), Musa 

acuminata (XP_009382521.1). Con excepción de los oligonucleótidos para β-1,4-

endoglucanasa, la secuencia de los otros fue modificada para conseguir una 

https://virology.uvic.ca/virology-ca-tools/j-codehop/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225455386
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460378399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003526711.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FNWX4YM6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_009382521.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FNWXNZ8H013
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temperatura de alineamiento más conveniente. Las características de los 

oligonucleótidos diseñados se muestran en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Características de los oligonucleótidos diseñados para PCR 

Gen 
Oligonucleó-

tidos 
Secuencia 5´-3´ 

Longitud 
nt 

Glucosilceramidasa 
no lisosomal 

PgGly1 
 

 
GlyF CCACATCAAGTACttyaayggngg 

24 
 

GlyR 

AAGGAGCCTTGGTccartcngtytt 25 

β-galactosidasa 1 
PgGa1 

 

GalaF CGGCACCTTCgayggncargg 
 

21 
 

 
GalaR TCTTCACGGTCACrttytgnacncc 25 

β-1,4-endoglucanasa 
17 

PgE17 

GlucoF 
 

GACCCTCCATGactycaagg 
 

19 
 

GlucoR GTCCAAAAGAGtggyctaga 20 

 
 

6.4 RT-PCR de las muestras de ARN 

 

Las muestras de ARN total fueron tratadas con 0.5 µL de DNAsa del kit RT- RNA 

Quick Access de PROMEGA®. La retro transcripción fue realizada con el kit 

SuperScript® III One-Step RT-PCR with Platinum® Taq de ThermoFisher®. El 

ADNc obtenido se cuantificó en un NanoDrop 2000 de ThermoFisher® y 

posteriormente se usó para amplificar los genes de interés en un termociclador 

Palm-Cycler® (Corbett Research). El programa utilizado en el termociclador para la 

PCR inicia con una desnaturalización a 95 °C durante 10 min, seguido de otra 

desnaturalización a 95 °C durante 1 min, alineamiento a 56 °C (PgGly1), 51 °C 

(PgGa1) y 54.5 °C (PgE17) durante 40 s y 72 °C de extensión durante 90 s, esto 

repetido por 35 ciclos y por último una extensión final a 72 °C por 10 min. Los 

fragmentos obtenidos fueron verificados mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 1 %  teñido con bromuro de etidio y visualizado con luz ultravioleta.  
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6.5 Purificación de productos de RT-PCR 

 

La purificación de los productos de PCR se realizó con ayuda del Kit Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo la metodología del kit. El de PgGly1 se 

purificó directamente del producto de PCR, mientras que los de PgGa1 y PgE17, 

debido a la aparición de múltiples bandas, se cortó la banda del tamaño esperado 

directamente del gel de agarosa. Se determinó la concentración de los fragmentos 

purificados con un NanoDrop 2000 ThermoFisher® y se verificó el tamaño mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1 %. La concentración de los productos de PCR 

se ajustó a 35 ng/µL. 

 

6.6 Clonación de los fragmentos de los genes de interés 

 

6.6.1 Ligación  

 

Los fragmentos obtenidos mediante RT-PCR se ligaron al vector pGEM-T Easy 

Vector Systems de Promega, siguiendo el protocolo indicado por el productor. 

 

6.6.2 Células competentes 

 

La preparación de células competentes la transformación y la extracción de 

plásmido se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en el manual de Maniatis 

et al. (1982). Se cultivó Escherichia coli cepa DH5-α en medio LB sólido y se incubó 

a 37 °C durante toda la noche, se tomó una colonia aislada y se sembró en 4 mL de 

LB líquido y se dejó incubando en agitación constante a 37 °C durante toda la noche. 

De este cultivo se tomó una alícuota de 0.1 mL y se sembró en 5 mL de medio LB 

nuevo para incubar durante aproximadamente 3 horas a 37 °C. El cultivo en 

microtubos de 1.5 mL en alícuotas de 1 mL, se enfrió en hielo durante 10 min, se 

centrifugó a 12,000 rpm durante 2 min. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió 

la pastilla muy suavemente en 1 mL de CaCl2 frío y estéril, se incubó en hielo 

durante 10 min y se centrifugó a 12,000 rpm durante 2 min. Se eliminó el 
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sobrenadante y la pastilla se resuspendió muy suavemente en 30 µL de CaCl2. 

Estas células fueron inmediatamente utilizadas para la transformación. 

 

6.6.3 Transformación de células competentes 

 

A los 30 µL de células competentes se les agregó 5 µL de producto de ligación y se 

mezcló suavemente mediante pipeteo, se incubó durante 20 min en hielo, seguido 

de una segunda incubación a 42 °C durante 90 s, inmediatamente el tubo se 

transfirió a hielo y se dejó reposar por 5 min para lograr generar el shock térmico 

requerido para la transformación. Seguido de esto, se añadieron 0.2 mL de medio 

LB líquido y se dejó incubar durante 45 min a 37 °C. Una vez pasado este tiempo, 

la mezcla se esparció con ayuda de perlas de vidrio en cajas de Petri con medio LB 

sólido con 50 mg/L de ampicilina, permitiendo que todo el líquido se absorbiera. Las 

cajas se invirtieron y se dejaron incubar a 37 °C toda la noche. 

 

6.6.4 Extracción de plásmidos por el método de Miniprep Birmboim Dolly 

 

Se tomó una de las colonias transformadas, se inoculó en medio líquido LB con 50 

mg/L de ampicilina, y se incubó durante toda la noche a 37 °C. De este cultivo se 

tomó 1.5 mL en un microtubo, se centrifugó a 12,000 rpm por 2 min y se eliminó el 

sobrenadante. La pastilla se resuspendió en 0.1 mL de solución birmboim I para 

dejar incubando en hielo durante 5 min. A continuación, se le añadió 0.2 mL de 

solución birmboim II (preparada en el momento), se incubó a temperatura ambiente 

durante 5 min, después se le agregó 0.15 mL de solución birmboim III y se incubó 

en hielo por 5 min. Posterior a esto, la mezcla se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 

min, el sobrenadante se pasó a otro microtubo, se le añadió 0.2 mL de fenol-

cloroformo 1:1 y se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 min. La fase acuosa se pasó 

a otro microtubo, se le añadió 0.2 mL de cloroformo-alcohol isoamílico 49:1 y se 

centrifugó a 12,000 rpm durante 5 min. La fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo, 

se le agregó un volumen de isopropanol, se incubó en hielo por 5 min y se centrifugó 

a 12,000 rpm durante 5 min para la obtención de una pastilla de plásmido. La pastilla 
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fue lavada con etanol al 75 % durante 5 min, se centrifugó a 8,000 rpm y por último 

se resuspendió en 35 µL de agua destilada y estéril. 

 

6.7 Secuenciación y análisis bioinformático de productos de RT-PCR 

 

Los fragmentos obtenidos se secuenciaron en Macrogen USA (Maryland, Estados 

Unidos) con el equipo ABI 3730xl DNA Sequencer de la marca ThermoFisher®. Las 

secuencias resultantes fueron sometidas a un análisis de similitud utilizando la 

herramienta TBLASTn, BLASTn y BLASTp (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

2019) y BLAST de la plataforma Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/blast-search). Todas las secuencias, fueron comparadas con el 

genoma de E. grandis (número de accesión: GCA_016545825.1) y contra el 

ensamblaje de genoma de P. guajava, guava_V11.23 (número de accesión al 

ensamblaje: GCA_016432845.1). La traducción virtual de las proteínas putativas fue 

realizada con la herramienta Translate de la plataforma ExPASy (Expert Protein 

Analisys System) (https://web.expasy.org/translate/). El punto isoeléctrico, índice de 

estabilidad, índice alifático y escala de valor GRAVY fueron calculadas con la 

herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para los alineamientos 

múltiples se utilizó el programa CLUSTAL Ω 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), en donde se introdujeron secuencias 

pertenecientes a plantas con y sin frutos climatéricos. La búsqueda y comparación 

de dominios y motivos conservados se realizó en la base de datos pFAM 

(https://pfam.xfam.org/), la plataforma de clasificación de ontología de genes 

PANTHER (http://www.pantherdb.org/) y la base de datos UNIPROT 

(https://www.uniprot.org/). El análisis de co-expresión se realizó en la plataforma 

STRING (https://string-db.org/) utilizando a E. grandis como proteína de referencia. 

Los análisis de filogenia fueron hechos con el software PAUP4 con el método de 

distancia evolutiva de ADN/ARN con las distancias p no corregidas, mínimos 

cuadrados no ponderados, longitudes negativas de las ramas en cero, sustituciones 

para el estimado de la cuenta de ramas, precisión de 5 decimales para resultados y 

un Bootstrap de 100. 

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search
https://web.expasy.org/protparam/
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6.8 Análisis de expresión mediante qRT-PCR de los genes de interés 
 

La expresión en tiempo real de los fragmentos se hizo con oligonucleótidos 

diseñados a partir de los fragmentos secuenciados (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Oligonucleótidos para qRTPCR 

Gen 
Oligonucleó-tidos 

Secuencia 5´-3´ 
Producto 

pb 

PgGly1 
 

 
GlyF GAGAGAAGTTTGGTCAGGAG

TT 

105 
GlyR 

CATGCAGCTTCATATATTCCA
C 

PgGa1 
 

GalaF AAAGGTTCACGCAGAAGATAG 

108  
GalaR CTGGTCCAAATTCGTTCTCTAT 

PgE17 

GlucoF 
 

GGTACGGTCGTGCTGGTC 
108 

GlucoR GGCGAAGATCCAGTGCTC 

 

PgGly1El análisis de expresión de PgE17, PgGa1 y PgGly1 se llevó a cabo en raíz, 

tallo, hoja y 4 estadios diferentes de maduración (verde, rayado, maduro y sobre 

maduro). Se tomó el gen 25 S de la sub unidad ribosomal de la hoja de tabaco como 

gen de normalización de datos, y el estadio verde como referencia para la 

cuantificación relativa de la expresión, porque es el punto en el que estos genes 

comienzan a mostrar su expresión. Las amplificaciones fueron realizadas en placas 

de 96 pozos en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied 

Biiosystems), utilizando el kit de qPCR Radiant™ GreenLo-ROX (Alkali Scientific). 

En cada reacción se agregaron 10 µL de Radiant™ GreenLo-ROX 2X mix de qPCR, 

200 ng de ADNc, 100 nM de oligonucleótidos forward y reverse y se ajustó a un 

volumen de 20 µL, utilizando agua libre de nucleasas. El programa utilizado para la 

reacción consiste en una desnaturalización inicial a 95 °C durante 2 min, seguida 

de 40 ciclos de una desnaturalización a 95 °C por 5 s y una fase de alineamiento y 
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extensión a 52 °C durante 30 s. La información obtenida se analizó utilizando el 

software StepOne™ Real-Time PCR System Software (Applied Biosystems), el 

análisis estadístico fue hecho en el paquete estadístico de Excel. Los cambios en la 

expresión relativa de los genes fueron calculados utilizando el modelo de ∆∆Ct. 

 

6.9 Construcción de bibliotecas de miRNAs 

 

6.9.1 Cuantificación y verificación de la integridad de las muestras 

 

Se extrajo ARN de 12 muestras de guayaba en estadio rayado y 12 muestras en 

estadio maduro, utilizando la metodología de extracción mencionada en el punto 

6.1.2. Las muestras se cuantificaron en un Nanodrop 2000, y se analizaron 

electroforéticamente en un gel desnaturalizante de agarosa al 15 % y formaldehído 

al 18 % en buffer MOPS. Se preparó una mezcla de 4 µL de muestra de ARN total 

con 1 µL de buffer de carga, se calentó durante 5 min a 65 °C, se incubó en hielo 

por 2 min, y se cargó en el gel. El gel se sometió a electroforesis y se tiñó con 

bromuro de etidio para comprobar la integridad y calidad del ARN. Se juntaron 

muestras del mismo estadio de maduración para obtener 3 mezclas (triplicado), con 

aproximadamente 12 mg de ARN cada uno en 30 µL.  

 

6.9.2 Aislamiento de miRNAs a partir de muestras de ARN total 
 

Las mezclas anteriormente mencionadas fueron sometidas a electroforesis en un 

gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15 %. Cada muestra se mezcló con un 

volumen de buffer de carga, para tener 60 µL de mezcla, y cargar el total en cada 

pozo. Las muestras se corrieron durante 7 horas a 140 volts. Como marcador de 

peso molecular se utilizó un mix de oligonucleótidos (5.8S [17 nt], 166 directo [20 nt] 

y 159 directo [27 nt]) a 100 mM, del cual se cargaron 50 µL en el primer y último 

pozo del gel. El gel se tiñó en bromuro de etidio durante 7 min y se visualizó con luz 

UV. Se cortó el gel de poliacrilamida para el aislamiento de los miRNAs, tomando el 

área entre las bandas correspondientes a 20 y 27 pares de base del marcador de 

peso molecular. Los cortes se repartieron en 6 microtubos, a cada uno se les agregó 
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700 µL de agua DEPC estéril y se dejaron eluir durante toda la noche a 5 °C. Las 

muestras fueron filtradas con ayuda de una jeringa de 5 mL conectada a un filtro 

estéril para eliminar la poliacrilamida, y recuperar el ARN purificado. Cada muestra 

se colectó en un tubo nuevo de 1.5 mL y se aforó a 500 µL con agua destilada 

estéril.  

 

6.9.3 Precipitación de miRNAs 

 

A cada tubo se le agregó 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M, y 3 µL de 

glicógeno puro. La mezcla se agitó vigorosamente en vórtex durante 15 s, 

inmediatamente se agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto puro (grado 

molecular) y se incubó a -80 °C durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugó a 

12,000 rpm durante 20 min a 4 °C, se decantó el sobrenadante y la pastilla fue 

lavada con 1 mL de etanol al 80 % y centrifugada a 12,000 rpm durante 5 min. 

Finalizado se resuspendió la pastilla en 10 µL de agua estéril DEPC.  

 

6.9.4 Ligación del adaptador 3’ Linker1 

 

Se utilizó el adaptador 3’ Universal miRNA Cloning Linker de New England BioLabs® 

de secuencia 5′ rAppCTGTAGGCACCATCAAT–NH2 3′, la cual contiene un grupo 

amino (NH3) en su extremo 3’ que previene la ligación consigo mismo, además, 

tiene una adenilación activa en su extremo 5’ que la ARN ligasa reconoce y ayuda 

a la ligación covalente con el OH del extremo 3’ del miRNA, sin la necesidad de ATP 

(Figura 3). 

Para cada reacción de ligación se utilizaron 0.4 µL de Universal Linker1 Buffer 10X, 

0.6 µL de DTT 10 mM, 1 µL de adaptador Linker1 a 1 mM, 1 µL de T4 ARN Ligasa 

1 y 7 µL de muestra de miRNA, obteniendo un total de 10 µL de producto ligado, 

posteriormente la ligación se incubó a 28 °C durante 1 hora. 
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Figura 3. Ligación del adaptador 3’ Linker1. Estructura y plegamiento del extremo 5’ del 

adaptador Linker1 a la secuencia de miRNA en su extremo 3’, con la enzima T4 ARN ligasa. 

El extremo 3’ del adaptador está desactivado mediante una dideoxicitina para evitar el 

plegamiento consigo mismo. 

6.9.5 Ligación del adaptador 5’ 
 

Se utilizó el adaptador RNA 5’ Adapter (RA5), de la serie TruSeq Small RNA del 

grupo Illumina®, de secuencia 5′ GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3’, al 

cual le falta un grupo fosfato en su extremo 5’, lo que lo hace particularmente 

vulnerable a ligarse consigo mismo en su propio extremo 3’ (Figura 4). La reacción 

se realizó utilizando 0.4 µL de RA5 Buffer 10X, 0.6 µL de DDT al 10 mM, 1 µL de 

adaptador RA5, 1 µL de ATP, 1 µL de ARN Ligasa y los 10 µL de producto ligación 

3’ previamente obtenidos, después se incubó durante 1 hora a 28 °C, terminando 

con un total de 14 µL. 
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Figura 4. Ligación del adaptador 5’. a) Unión deseada entre la primera ligación y el RA5 en 

el extremo 5’. b) Producto vacío o no deseado, en donde dos adaptadores RA5, se pliegan 

en sus extremos 3’ y 5’. 

 

6.9.6 Síntesis de ADNc 
 

Se utilizó el kit Máxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT de ThermoScientific®, 

con el oligonucleótido BRIDGE RT, diseñado con la secuencia complementaria a la 

del adaptador Linker1, así como la secuencia de reconocimiento que los sistemas 

Illumina utilizan para secuenciar (Figura 5). La reacción se hizo añadiendo 6.8 µL 

del producto previamente ligado y 4.2 µL del oligonucleótido BRIDGE RT, la mezcla 

se incubó a 65 °C durante 5 min seguida de una incubación inmediata en hielo. Por 

otro lado, se preparó la reacción complementaria utilizando 4 µL de First Strand 

Buffer 10X, 2 µL de DTT al 10 mM y 1 µL de dNTP’s al 10 mM. Una vez terminado 

el tiempo de la primera reacción, se mezclaron ambas y se incubaron a 42 °C 

durante 5 min. Se obtuvieron en total 18 µL de reacción, a los cuales posteriormente 

se agregaron 2 µL de Maxima Enzime Mix, (RNAse Out, Enzima RT), se incubaron 

a 50 °C durante 30 min seguido de 85 °C por 5 min y se almacenó a -20 °C hasta 

su uso. 

 

Figura 5. Síntesis de ADNc de la librería de miRNA. Estructura del oligonucleótido BRIDGE 

RT y síntesis de ADN complementario (ADNc) de los productos ligados anteriormente. 
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6.9.7 Asignación de índices para las librerías de miRNA 

 

Los índices son secuencias específicas de 6 pares de base que se colocan cerca 

del extremo 3’ de la construcción y se utilizan como identificadores de cada librería 

al momento de la secuenciación. Se utilizaron los índices de reconocimiento 

Illumina, del kit Illumina Adapter Sequences, TruSeq Small RNA, de la serie C, se 

usaron los números 2, 4, 5, 6, 11 y 12. Las secuencias se muestran en la Tabla 4.  

 

Tabla 4. Secuencias de los índices Illumina. 

Índice Secuencia 

C2 CGATGT 

C4 TGACCA 

C5 GTGACA 

C6 GCCAAT 

C11 CTTGTA 

C12 TACAAG 

 

Los índices, fueron agregados a las librerías mediante PCR (Figura 6) utilizando el 

kit Phusion High Fidelity DNA Polymerase con una reacción de PCR de 50 µ, en 

donde se agregaron 10 µL de Buffer Phusion, 1 µL de dNTP’s al 10 mM, 0.5 µL 

Phusion DNA Polymerase, 5 µL de ADNc, 1 µL de oligonucleótido forward, 1 µL de 

oligonucleótido reverse (mezclado con el índice correspondiente a la librería) y 28.5 

µL de agua. El programa de PCR consta de una desnaturalización inicial a 98 °C 
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durante 30 s, seguido de 15 ciclos de una desnaturalización a 98 °C por 15 s, 

alineamiento a 60 °C durante 30 s, y una fase de extensión de 15 s a 72 °C, 

finalizando con una extensión final de 72 °C por 5 min. 

Figura 6. RT-PCR e inserción de índices a las librerías de miRNA. a) ADNc complementario 

obtenido. b) Oligonucleótido con adaptadores illumina 5’ y oligonucleótido adaptador 

illumina 3’ que incluye la secuencia índice para cada librearía. c) Construcción completa de 

librería de miRNA. 

 

6.9.8 Electroforesis de PCR de librerías 

 

Los productos de PCR se corrieron en una electroforesis de gel de poliacrilamida al 

6 % a 140 volts, durante 3 horas y media. En cada pozo se cargaron 60 µL de 

muestra, compuesta de 30 µL de producto de PCR y 30 µL de buffer de carga 5X. 

Al terminar, el gel se tiñó con bromuro de etidio durante 7 min y se visualizó con luz 

UV. Posteriormente, se recuperó la banda mediante un corte correspondiente a la 

zona entre los 150 y 165 pares de base. La banda cortada se pasó a un microtubo 

de 1.5 mL y se realizó una precipitación del material genético, como el mencionado 

en el paso 6.9.3. 

 

6.9.9 Digestión de las librerías con EcoR1 
 

La digestión de las librerías se llevó a cabo de acuerdo con el protocolo de EcoR1 

de Promega en tubos de 200 µL. Para cada reacción se utilizaron 0.5 µL de enzima 

EcoR1, para después incubarla a 37 °C durante 30 min, e inactivarla a 65 °C durante 

10 min. Al finalizar la digestión los productos se corrieron en un gel de poliacrilamida 

al 6 % a 120 volts, durante 45 min, posteriormente se tiñeron con bromuro de etidio 

y se observaron las bandas con un fotodocumentador. 

  



46 
 

VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Extracción de ARN de guayaba 

 

Se obtuvo ARN de tallo, hoja y de los estadios de maduración verde, rayado, 

maduro y sobre maduro. La integridad del material genético fue verificada mediante 

una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Muestras de ARN de diferentes tejidos de la guayaba. H) Hoja, T) Tallo, FV) Fruto 

verde, FR) Fruto rayado, FM) Fruto maduro, FSM) Fruto sobre maduro.  

 

De acuerdo con la intensidad de las bandas, las muestras de hoja, fruto verde, y 

fruto rayado, fue donde mayor cantidad de ARN se obtuvo. Resultados similares 

fueron obtenidos por Carpinetti et al. (2021) y Gudenschwager et al. (2012) quienes 

al extraer ARN total de los frutos de la guayaba, aguacate, durazno y uva utilizando 

el método CTAB, obtuvieron bandas bien definidas y grandes cantidades de ARN 

mensajero y ARN de las subunidades ribosomales 28S y 18S. Además, mencionan 

que es uno de los protocolos más eficientes y que da mayor cuidado a la integridad 

del ARN, además de evitar contaminación por carbohidratos y compuestos 

fenólicos, metabolitos encontrados en altas cantidades en el fruto de la guayaba 

(Padilla et al., 2014). 
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7.2 Cuantificación de ARN  

 

La pureza y cantidad del material genético fue medida utilizando espectrofotómetro 

Colibrí® (Tabla 5). 

Tabla 5. Cuantificación y parámetros de calidad de ARN obtenido. 

Muestra Concentración 
(µg/mL) 

A230/260 A280/260 

Hoja 163.85 2.04 1.86 
Tallo 73.52 1.32 1.71 

Fruto verde 127.61 2.01 2.09 
Fruto rayado 91.97 1.61 1.78 
Fruto maduro 82.22 0.7 1.68 

Fruto sobre maduro 75.43 0.25 1.74 

  

Las muestras de ARN de hoja, fruto verde y fruto rayado obtuvieron la mayor 

concentración concordando con lo visto en el gel antes mencionado. Las muestras 

que tienen un valor de A230/260 menor a 1.8, indica la presencia de contaminantes 

como carbohidratos y fenoles, sustancias que se encuentran en altas 

concentraciones en la guayaba. Los valores mayores a 1.8 y menores a 2.1 de la 

relación A280/260 indican que la muestra está libre de contaminantes de tipo 

carbohidrato y proteico (Maniatis et al., 1982). Hallazgos parecidos fueron 

reportados por Carpinetti et al. (2021) y Gudenschwager et al. (2012) quienes 

demostraron que utilizando el método de CTAB, se obtienen cantidades de ARN 

total de entre 190 a 690 ng/µL, cantidades incluso más pequeñas que las obtenidas 

con nuestro protocolo. Además, en sus resultados también se observan valores de 

absorbancia de 1.8 a 2.2 para el rango de A260/280 y de 1.4 a 2.3 para A230/260 

concordantes con nuestros resultados. Estos últimos valores, ellos los describen 

como óptimos para cualquier muestra de ARN que quiera ser utilizada para síntesis 

de ADNc o bien RT-PCR directa. Para la síntesis de ADNc se realizaron diluciones 

a las muestras hasta obtener una concentración final de 10 µg/mL de ARN. 

 

 



48 
 

7.3 RT-PCR de los genes de interés 

 

Todas las pruebas de RT-PCR fueron realizadas utilizando 3 µL del ADNc 

correspondiente a las muestras y con una concentración final de 150 ng/µL. Cada 

par de oligonucleótidos fue probado en todos los tejidos incluidos aquellos que la 

literatura menciona son específicos para la expresión de dicho gen o bien en donde 

han encontrado una mayor expresión. 

 

La RT-PCR de PgGly1 resulto en un producto de 550 pb observado en todos los 

órganos de la planta y estadios de maduración del fruto, siendo las bandas más 

grandes las de tallo, hoja y estadios de maduración rayado y maduro. La banda de 

menor intensidad es la de raíz y estadio sobre maduro (Figura 8). Estos hallazgos 

demuestran que el gen de interés se expresa en todos los tejidos. Lo que va de 

acuerdo con lo mencionado por Corbacho et al. (2018) y Parra-Lobato et al. (2017) 

quienes demostraron que es durante estos estadios de maduración del fruto y 

órganos de la planta donde mayor expresión de las glucosilceramidasas se observa.  

Figura 8. RT-PCR del gen PgGly1. A) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-4: 

órganos de la planta, tallo, hoja y raíz. B) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-6: 

estadios de maduración del fruto verde, rayado, maduro y sobremaduro con un producto de 

RT-PCR de aproximadamente 550 pb. 
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Los resultados de la RT-PCR del gen PgE17 muestran una sola banda de 

aproximadamente 350 pb de tamaño en todos los tejidos, confirmando la expresión 

de este gen en todas las muestras (Figura 9). Las bandas más notorias y grandes 

se encontraron en tallo y en los estadios de maduración rayado, maduro y 

sobremaduro, mientras que la banda más tenue fue en raíz.  Esto concuerda con lo 

encontrado por Miedes et al. (2011) y Jara et al. (2019) quienes obtuvieron niveles 

de expresión similares en los mismos estadios y mencionan que la expresión de 

este gen se da de manera proporcional desde las primeras etapas de maduración. 

Figura 9. RT-PCR del gen PgE17. A) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-5: 

estadios de maduración del fruto verde, rayado, maduro y sobremaduro con un producto de 

RT-PCR de aproximadamente 350 pb. B) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-4: 

órganos de la planta, tallo, hoja y raíz con un producto de RT-PCR de aproximadamente 

350 pb. 

Para el gen de PgGa1 la RT-PCR se obtuvo una sola banda de aproximadamente 

de 550 pb en todos los estadios de maduración y órganos, las bandas más nítidas 

y gruesas fueron las de hoja y estadio sobre maduro, las bandas más tenues y poco 

visibles fueron las de raíz y estadio maduro (Figura 10). Resultados similares habían 

sido descritos por Huijuan et al. (2018), quien menciona que la actividad enzimática 

de las β-galactosidasas incrementa de acuerdo con el ablandamiento del fruto, 

proceso que tiene su pico en dicho estadio.  
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Figura 10. RT-PCR del gen PgGa1 en ADNc de fruto maduro. Carril 1: marcador de peso 

molecular, carriles 2 a 4: producto de RT-PCR de un tamaño de 500 pares de base 

aproximadamente. 

 

7.4 Secuenciación de productos de RT-PCR 
 

Se enviaron los productos de RT-PCR PgE17, PgGa1 y PgGly1 previamente 

purificados como se explica en los apartados 6.4 y 6.5 de la metodología, al servicio 

de secuenciación de Macro Gene USA, los fragmentos resultantes y sus tamaños 

se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Tamaño, nombre y gen al que pertenecen los fragmentos obtenidos. 

Nombre Gen Longitud obtenida (pb) 

PgE17 β-1,4-endoglucanasa 17 331 

PgGa1 β-galactosidasa 1 750 

PgGly1 Glucosilceramidasa no lisosomal 538 

 

7.5 Análisis bioinformático de los genes de interés 

 

Se realizó un análisis bioinformático que incluyó la búsqueda y alineamiento múltiple 

con secuencias similares en la base de datos del NCBI, identificación de dominios 
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conservados entre los fragmentos de interés y sus genes correspondientes 

pertenecientes a E. grandis, comparación de propiedades fisicoquímicas entre los 

fragmentos de interés y sus genes correspondientes de otras plantas y una 

búsqueda de similitud entre los fragmentos de interés y los genomas de E. grandis 

y guayaba. Los fragmentos utilizados para dichos análisis se obtuvieron a partir de 

un consenso entre las secuencias forward y reverse resultantes de la secuenciación. 

  

7.5.1 Análisis de similitud nucleotídico y aminoacídico de los genes de interés 

 

Se obtuvo una secuencia de 331 pb para PgE17, la traducción de la proteína 

putativa dio como resultado un fragmento de 109 aa. Los análisis de similitud 

BLASTn y BLASTp mostraron un 91 % de similitud con la secuencia de β-1,4-

endoglucanasa 17 de E. grandis y en un porcentaje menor (85 – 90 %) en otras 

plantas de la familia Myrtaceae (Figura 11). El análisis también reveló que PgE17 

es parte de una región muy conservada en la familia de las proteínas β-1,4-

endoglucanasas llamado motivo PLN02266, que se encuentra dentro del dominio 

Glyco_Hydro_9 característico de la familia 9 de las glucosilhidrolasas (GH9) y 

encontrado en todas las β-1,4-endoglucanasas conocidas. La familia GH9 es 

conocida por que todos sus integrantes modifican la composición de la pared celular 

de las plantas de forma directa o indirecta (Jara et al., 2019). Por otra parte, se 

encontró que la secuencia aminoacídica de PgE17 contiene un gran número de aa 

hidrofóbicos continuos que le ayudan a dar forma a su estructura tridimensional, lo 

cual es una característica entre las enzimas β-1,4-endoglucanasas (Davies y 

Henrissat, 1995).  

 

 

 

 

Figura 11. Alineamiento múltiple de PgE17 y otras secuencias de β-1,4-endoglucanasa 17 

de plantas. El recuadro azul muestra el motivo PLN02266. 
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Para PgGa1, se obtuvo una secuencia de 750 pb de longitud y una secuencia de 

249 aa de su traducción virtual. El análisis de similitud BLASTn y BLASTp y 

alineamiento múltiple con secuencias de β-galactosidasa 1, perteneciente a otras 

plantas mostró una similitud entre el 90 y 95 % (Figura 12). Los porcentajes de 

similitud más altos obtenidos fueron de 98 % con Rhodamnia argentea, 96.3 % con 

Syzygium oleosum y 96 % con E. grandis. Estos resultados eran esperados debido 

a que todos son miembros de la familia Myrtaceae. PgGa1 también contiene el sitio 

activo putativo GGPIILSQIENEF (Figura 10, cuadro color negro) localizado después 

de la péptido señal, y es característico de la familia glucosil hidrolasas 35 (GH35) a 

la cual pertenecen todas las β-galactosidasas y que está dentro de la región N-

terminal (Zinin et al., 2002) y actúa modificando los residuos de p-nitrofenil-β-D-

galactopiranosidos y β-1,4-D-galactanos de la pared celular (Carey et al., 1995; 

Braga et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Alineamiento múltiple de PgGa1 y otras secuencias de β-galactosidasa 1 de 

plantas. El cuadro color negro muestra el sitio activo conservado GGPIILSQIENEF. 

 

Para PgGly1 se obtuvo una secuencia de 538 pb de largo y una proteína putativa 

de 179 aa. El análisis BLASTn reveló similitud arriba del 92 % con múltiples 

secuencias de glucosilceramidasas no lisosomales pertenecientes a E. grandis, 

Phoenix dactylifera, R. argentea y S. oleosum. Estos resultados concuerdan con los 

encontrados en las secuencias anteriores, ya que todos estos organismos 

pertenecen a la familia Myrtaceae. Esto indica que sus secuencias nucleotídicas 

están altamente conservadas entre especies. Por otra parte, la secuencia 
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aminoacídica de PgGly1 obtuvo un 94 % de similitud comparadas con secuencias 

de glucosilceramidasas no lisosomales de otras plantas (Figura 13). Además, dentro 

de la proteína putativa PgGly1 se encontró la región YMRPLAIWAMQWAL 

característica de la familia glucosil hidrolasas 116 (GH116) (Figura 13, recuadro 

color azul). Esta secuencia se localiza en la región C-Terminal de las 

glucosilceramidasas no lisosomales y también se encuentra en todas las demás 

secuencias de proteínas similares en plantas incluidas en el alineamiento múltiple. 

Resultados similares fueron descritos por Cobucci-Ponzano, et al. (2010) y Dai G, 

et al. (2020); quienes al alinear secuencias aminoacídicas de glucosilceramidasas 

no lisosomales de hongos, plantas y bacterias, observaron que las regiones 

terminales C, N, sitios activos y catalíticos estaban muy conservados dentro y entre 

especies. Además, otros autores concuerdan con que las enzimas de la familia 

GH116 son altamente similares entre especies (Charoenwattanasatien et al., 2016; 

Ferrara et al., 2014; Fredj, et al., 2018). 

 

 

 

 

Figura 13. Alineamiento múltiple aminoacídico entre PgGly1 y otras glucosilceramidasas no 

lisosomales. El recuadro azul muestra el motivo YMRPLAIWAMQWAL, característico de la 

familia GH116. 

7.5.2 Análisis de similitud de PgE17 y PgGa1 y genomas de guayaba y E. grandis. 

 

El análisis de similitud BLASTn de PgE17 y el genoma de E. grandis mostró similitud 

en secuencias dentro de los cromosomas 2, 4 y 8. Dichas secuencias fueron 

traducidas a aminoácidos y se realizó un alineamiento contra la proteína putativa de 

PgE17 revelando que es 89 % similar a la encontrada dentro del cromosoma 8 

(Figura 14), mientras que la similitud encontrada en los cromosomas 2 y 4 fueron 

de 51 % y 35 % respectivamente (Tabla 7). 
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Figura 14. Alineamiento de secuencias aminoacídicas entre PgE17 y la secuencia 

encontrada en el cromosoma 8 de E. grandis. Las flechas negras indican huecos en la 

secuencia. 

 

Tabla 7. Secuencias similares a PgE17 encontradas en el genoma de E. 
grandis 

Cromosoma Posición (nt) Gen % Similitud con 
PgE17 

8 12681226-12684786 β-1,4-endoglucanasa 1 89.0 

4 30218926-30221748 β-1,4-endoglucanasa  51.6 

2 48242919-48248035 β-1,4-endoglucanasa 4 35.4 

 

El análisis de similitud BLASTn de PgE17 y el genoma de guayaba (Feng et al., 

2021) reveló similitud del 98.2 % con una secuencia encontrada en el cromosoma 

4 entre los nucleótidos 9,959,984 y 9,960,316 (Figura 15). Este descubrimiento 

indicaría que se trata del mismo gen y con ello podemos afirmar que el gen de β-

1,4-endoglucanasa 17 de la guayaba se encuentra en el cuarto cromosoma.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Alineamiento nucleotídico de PgE17 y el cromosoma 4 del genoma de la 

guayaba. Las flechas negras indican los huecos y diferencias entre ambas secuencias. 
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El análisis de similitud de PgGa1 contra el genoma de E. grandis mostró que existen 

secuencias similares en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 7 y 9 con un porcentaje de 

similitud entre 71 y 92 % (Tabla 8). Sin embargo, una secuencia encontrada en el 

cromosoma 10 obtuvo el mayor porcentaje de similitud con 98.2 %, lo que podría 

indicar que esta secuencia pertenece a la misma proteína (β-galactosidasa 1) con 

la misma función. Dicha secuencia fue traducida a aminoácidos y se alineó con 

PgGa1 (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Alineamiento de secuencias aminoacídicas entre PgGa1 y la secuencia 

encontrada en el cromosoma 10 de E. grandis. Las flechas negras indican huecos en la 

secuencia. 

Tabla 8. Secuencias similares a PgGa1 encontradas en el genoma de E. 
grandis 

Cromosoma Posición (nt) Gen % Similitud 
con PgGa1 

10 34195225-34202265 β-galactosidasa 1 98.2 

9 33617356-33621921 β-galactosidasa 11 88.2 

7 32601186-32606779 β-galactosidasa 5 92.4 

6 43199799-4320781 β-galactosidasa 1 85.9 

4 12963708-12970304 1,3-β-galactosidasa 72.8 

3 74986360-74991922 β-galactosidasa 1 85.1 

1 27539469-27543506 β-galactosidasa 15 71.2 

 

Por otra parte, el análisis de similitud BLASTn de PgGa1 y el genoma de la guayaba 

(Feng et al., 2021), reveló una secuencia idéntica en el cromosoma 6 y otra similar 

en el cromosoma 3. La secuencia encontrada en el cromosoma 6 tiene una 
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homología con PgGa1 del nucleótido 31 al 641 y está localizada entre los 

nucleótidos 38,076,354 y 38,077,943 (Figura 17), el análisis también mostró que 

este fragmento contiene 6 secuencias intrónicas de 979 pb de longitud juntas. Con 

el descubrimiento de esta secuencia homóloga podemos asegurar que se trata del 

mismo gen (β-galactosidasa 1) y que está en el cromosoma 6 del genoma de la 

guayaba. 

 

Figura 17. Alineamiento nucleotídico de PgGa1 y el cromosoma 6 del genoma de la 

guayaba. 

La secuencia del cromosoma 3 de guayaba se encuentra entre los nucleótidos 

7,575,108 y 7,575,192 y obtuvo un 83.53 % de similitud con la región que 

comprende del nucleótido 367 al 451 de PgGa1, esto podría indicar que se trata de 

un gen diferente, pero, perteneciente a la familia GH35 (Feng et al., 2021).  

 

7.5.3 Análisis fisicoquímico de las proteínas putativas 

 

Para el análisis de las propiedades fisicoquímicas de las proteínas putativas PgE17, 

PgGa1 y PgGly1 (Tabla 9) se tomaron en cuenta los parámetros de índice de 

inestabilidad, que mide qué tan estable es una proteína bajo condiciones in vivo e 

in vitro, clasificándola como inestable con un valor debajo de 40 puntos. El punto 
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isoeléctrico (pI), que indica el valor de pH en el que una proteína no tiene carga. El 

índice alifático que muestra la termoestabilidad de las proteínas, midiendo el 

volumen relativo ocupado por las cadenas alifáticas laterales de aminoácidos como 

la alanina, valina, leucina e isoleucina; un valor alto indica un rango de temperaturas 

más amplio en el cual la proteína es estable. Y por último el valor GRAVY que 

clasifica las proteínas como hidrófobas o hidrofílicas; un valor negativo significaría 

hidrofilia y positiva hidrofobicidad (Gasteiger et al., 2005). 

PgE17 obtuvo un valor de 40.15 puntos en su índice de estabilidad por lo que se 

considera que es una proteína putativa estable. Su pI fue de 6.25 lo que la clasifica 

como una proteína putativa de naturaleza acídica considerando un valor neutral de 

7, por el contrario, la proteína completa de E. grandis resultó básica. El índice 

alifático de PgE17 fue de 96.57 puntos, siendo más alto que el de la proteína 

completa (74.52) de E. grandis indicando que PgE17 es más termoestable. El valor 

GRAVY de PgE17 fue de 0.344, lo que lo clasifica como una proteína hidrofóbica, 

como casi todas las proteínas membranosas, aunque, este no es el caso de PgE17. 

Las diferencias encontradas entre PgE17 y la proteína completa de β-1,4-

endoglucanasa 17 de E. grandis son debidas probablemente al pequeño tamaño de 

PgE17 y a que probablemente no se traten de la misma proteína. Esto sería correcto 

considerando que las diferencias aminoacídicas, es algo común para los integrantes 

de esta familia de proteínas (Tanthanuch et al., 2008). 

Por último, la β-1,4-endoglucanasa 17 del cromosoma 4 del genoma de guayaba 

tiene un pI teórico de 6.28, índice alifático de 94.55, índice de inestabilidad de 37.89 

que la clasifica como una proteína estable y un valor GRAVY de 0.274, que al 

contrario que la β-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis, tiene valores muy cercanos 

a los de PgE17, reforzando la idea de que se trata de la misma proteína.  

El análisis fisicoquímico de PgGa1 y la β-galactosidasa 1 de E. grandis mostró que 

PgGa1 es de naturaleza acídica con un pI teórico de 5.54, a diferencia de la β-

galactosidasa 1 de E. grandis que al obtener un valor de 8.32 se clasifica como 

básica. El índice de estabilidad de PgGa1 fue de 38.72, valor que se acerca mucho 

al de la β-galactosidasa 1 de E. grandis (39.67); el índice alifático para PgGa1 es 

de 63.16, lo que muestra que es termoestable aun con un valor lejano al de la β-
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galactosidasa 1 de E. grandis (77.52). El valor negativo GRAVY obtenido (–0.476) 

clasifica a PgGa1 como una proteína hidrofílica de las cuales la mayoría son 

proteínas de tipo globular, lo que concuerda con la función que desarrolla en la 

pared celular, además de estar muy cercano al valor de la β-galactosidasa 1 de E. 

grandis (-0.344). La semejanza entre los valores obtenidos por estas dos 

secuencias podría indicar que son proteínas homologas en diferentes organismos, 

lo que soporta la idea de que las proteínas miembros de la familia GH35 están 

altamente conservadas dentro y entre especies (Tanthanuch et al., 2008). Además 

de ir de acuerdo con los resultados obtenidos para los análisis de filogenia y 

similitud. Por otra parte, las diferencias entre los valores de índice alifático y pI se 

atribuyen a la diferencia de tamaños que existe entre proteínas. Finalmente, la 

secuencia aminoacídica del cromosoma 6 del genoma de guayaba obtuvo un pI 

teórico de 6.18, índice alifático de 65.49, el índice de inestabilidad de 31.20 

clasificándola como estable y un valor GRAVY de -0.298. La diferencia con los 

valores de PgGa1 es significante y probablemente debido a la desigualdad de 

tamaño entre las secuencias.  

 

Tabla 9. Valores fisicoquímicos de PgE17 y PgGa1, sus regiones conservadas 

en el genoma de guayaba, una β-1,4-endoglucanasa 17 y β-galactosidasa 1 de 

E. grandis. 

Proteína 
pI 

teórico 
GRAVY 

Índice 

alifático 

Índice de 

inestabilidad 

Longitud 

(aa) 

β-1,4-endoglucanasa 

17 de E. grandis 
8.98 -0.282 74.52 40.68 507 

Cromosoma 4 de P. 

guajava 
6.28 0.274 94.55 37.89 101 

PgE17 6.25 0.344 96.57 40.15 108 

β-galactosidasa 1 de 

E. grandis 
8.32 -0.248 77.52 39.67 722 

Cromosoma 6 de P. 

guajava 
6.18 -0.298 65.49 31.20 204 

PgGa1 5.54 -0.476 63.16 38.72 248 
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Para PgGly1 el análisis de las propiedades fisicoquímicas (Tabla 10) mostró que 

contiene las principales características de las enzimas glucosilceramidasas no 

lisosomales, pero también algunas diferencias. Los resultados muestran que la 

región C-terminal de PgGly1 contiene un 9 % de residuos E y un 2.2 % de residuos 

de N, mientras que la misma región de la glucosilceramidasa no lisosomal de E. 

grandis obtuvo un 9 % de residuos de E y 2.6 % de residuos de N. Estos resultados 

concuerdan con los parámetros establecidos por Cobucci-Ponzano et al. (2010), 

quien menciona que la mayoría de las glucosilceramidasas no lisosomales en 

plantas, contienen un porcentaje de entre 8 a 9 % de residuos de E y un 2.6 % de 

residuos de N en su región C-terminal, y esto se considera una principal 

característica de las enzimas glucosilceramidasas no lisosomales pertenecientes a 

la familia GH116. Otra característica similar con las glucosilceramidasas no 

lisosomales que se observó con PgGly1, fueron los pI, ya que para nuestra 

secuencia se obtuvo un pI teórico de 5.04, el cual es razonablemente parecido a los 

descritos por Escuder-Rodríguez et al. (2018) quien al utilizar diferentes 

temperaturas para medir el pI de glucosilceramidasas no lisosomales, demostró que 

sus valores van de 5 a 6. 

 

Tabla 10. Parámetros fisicoquímicos de PgGly1 y glucosilceramidasas no 

lisosomales de plantas climatéricas y no climatéricas. 

Especies pI GRAVY E y N % 

Psidium guajava (PgGly1) 5.04 -0.440 
E: 9 

N: 2.2 

Citrus sinensis 5.06 -0.303 
E: 9.2 

N: 3.9 

Cucumis sativus 5.06 -0.322 
E: 7.7 

N: 1.3 

Eucalyptus grandis 5.08 -0.369 
E: 9 

N: 2.6 

Musa acuminata 5.07 -0.281 
E: 9 

N: 3.8 

Prunus persica 5.07 -0.320 
E: 7.7 

N: 1 

Solanum lycopersicum 5.04 -0.309 
E: 7.7 

N: 1 
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Vitis vinifera 5.05 -0.370 
E: 6.4 

N: 1.3 

Carica papaya 5.09 -0.265 
E: 10.3 

N: 2.6 

Fragaria vesca 5.08 -0.307 
E: 7.7 

N: 1 

Malus domestica 5.04 -0.282 
E: 9 

N: 1 

 

7.5.4 Identificación de dominios conservados en los genes de interés 

 

La secuencia aminoacídica putativa de PgE17 contiene parte del dominio 

conservado Glyco_hydro_9 también presente en la β-1,4-endoglucanasa 17 de E. 

grandis y guayaba y que es característico de la familia GH9 (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Dominio conservado entre PgE17 y la β-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis. A) 

Dominio conservado Glyco_Hydro_9. Los números indican la posición en cada secuencia 

aminoacídica. B) Alineamiento del motivo conservado PLN02266 dentro del dominio 

Glyco_Hydro_9 y PgE17. 

 

En la secuencia aminoacídica putativa de PgGa1, se encontró el dominio 

conservado Glyco_Hydro_35 que es exclusivo de las β-galactosidasas y enzimas 

pertenecientes a la familia GH35. Este dominio se caracteriza por cambiar la 

configuración típica de las β-galactosidasa a una forma β-anomérica, la cual difiere 
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de la forma por tener libre el residuo Glu461 que interactúa con el carbono 

anomérico de las D-galactosas (Tanthanuch et al., 2008; Juers et al., 2012), 

permitiendo que realicen la función de hidrolizar los enlaces entre galactosa y 

glucosa (Zinin et al., 2002; Juers et al., 2012). Este dominio se localiza entre los 

residuos 29 y 335 de la β-galactosidasa 1 de E. grandis (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Dominio conservado entre PgGa1 y la β-galactosidasa 1 de E. grandis. A) 

Dominio conservado Glyco_Hydro_35 de la familia GH35 en la β-galactosidasa 1 de E. 

grandis y PgGa1, los números indican la posición en aminoácidos de su localización en 

cada secuencia. B) Alineamiento de las regiones conservadas entre ambas proteínas. 

 

En PgGly1 se encontró una región en las posiciones 1 a 77 de residuos aa, 

homóloga a la glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis en las posiciones 811 

a 888 (Figura 20). Esta región pertenece al sitio catalítico del dominio C-terminal 

conocido como Domain of Unknown Function o DUF608, característico de la familia 

GH116. El cual le permite hidrolizar residuos de azúcares en esfingolípidos (Fredj 

et al., 2018). Esta región es conocida por ser rica en residuos de ácido glutámico 

(E) y asparagina (N), que son clave para su acción catalítica (Cobucci-Ponzano et 

al., 2010). La similitud de los dominios DUF608 de PgGly1 y la glucosilceramidasa 

no lisosomal de E. grandis podría indicar que su función también podría estar 

involucrada en el desarrollo del fruto durante la maduración y no solamente en la 

liberación de residuos de glucosa y ceramida en animales, hongos, plantas y 
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bacterias (Boot et al., 2007; Breslow y Weissman, 2018; Chen et al., 2009; Markham 

et al., 2013; Martín et al., 2013; Yildiz et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Dominios conservados entre PgGly1 y la glucosilceramidasa no lisosomal de E. 

grandis. A) Dominio conservado DUF608 de la familia GH116 en la glucosilceramidasa no 

lisosomal de E. grandis y PgGly1, los números indican la posición en aminoácidos de su 

localización en cada secuencia. B) Alineamiento de las regiones conservadas entre ambas 

proteínas. 

 

7.6 Análisis filogenético de los genes de interés 
 

El análisis filogenético de PgE17 mostró la formación de tres clades principales: el 

A en donde solamente se encuentran miembros de la familia Myrtaceae, el B con 

las familias Rutaceae y Malvaceae y el C que contiene a las familias Fabaceae y 

Arecaceae (Figura 21). PgE17 se encuentra dentro del clade A, ya que la guayaba 

pertenece a la familia Myrtaceae. La división de múltiples familias en los 3 clades 

demuestra que existen diferencias significativas entre las secuencias de β-1,4-

endoglucanasa 17 provenientes de diferentes plantas. La razón detrás de estas 

diferencias fue descrita previamente por Jara y Castro (2019), quienes establecen 

que son debidas a la divergencia evolutiva. 
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Figura 21. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteína putativa PgE17 y otras β-1,4-

endoglucanasa 17 de plantas. Se muestran 3 nodos de familias diferentes con un bootstrap 

de 100. A) Familia Myrtaceae donde se incluye PgE17. B) Familias Rutaceae y Malvaceae. 

C) Familias Fabaceae y Arecaceae. 

 

En el análisis filogenético de PgGa1, se observa la formación de dos clades: el A 

perteneciente a la familia Myrtaceae y el B con miembros de la familia Malvaceae y 

Fabaceae (Figura 22). La proteína putativa PgGa1 se encuentra dentro del clade A 

ya que la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae. La baja diversificación de nodos 

indica que las secuencias aminoacídicas de β-galactosidasa 1 están altamente 

conservadas dentro y entre especies. Una filogenia con un número similar de nodos 

ya había sido descrita por Smith y Gross (2000) y Tanthanuch et al. (2008) 

anteriormente, quienes mencionan que los genes de β-galactosidasa 1 en plantas, 

han sufrido un mínimo de cambios evolutivos desde su divergencia de plantas y 

animales. 
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Figura 22. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteína putativa PgGa1 y otras β- 

galactosidasas 1 de plantas. Se observan 2 nodos con un bootstrap de 100: A) familia 

Myrtaceae, B) familias Malvaceae y Fabaceae 

El análisis filogenético de la proteína putativa PgGly1 (Figura 23), muestra dos 

clades, el A donde se encuentran integrantes de la familia Myrtaceae y el B que 

contiene múltiples miembros de las familias: Malvaceae, Rhamnaceae, Nyssaceae, 

Moraceae, Bombacaceae y Sterculiaceae. PgGly1 se encuentra en el clade A, 

debido a que la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae. Resultados similares 

fueron encontrados por Cobucci-Ponzano et al. (2010), quienes mostraron en sus 

filogenias la formación de grupos exclusivos para miembros de la familia Myrtaceae, 

lo que soporta la idea de que la secuencia aminoacídica de las glucosilceramidasas 

no lisosomales está altamente conservada entre los miembros de esta familia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteína putativa PgGly1 y otras 

glucosilceramidasas no lisosomales de plantas. Se observan 2 nodos con un bootstrap de 

100: A) familia Myrtaceae, B) familias Malvaceae, Rhamnaceae, Nyssaceae, Moraceae, 

Bombacaceae y Sterculiaceae. 

7.7 Análisis de co-expresión in sillico de los genes de interés 

 

Las secuencias aminoacídicas putativas de los genes de interés fueron usadas 

como plantillas para la búsqueda de genes similares de plantas en la plataforma 

STRING, tomando como modelo en los 3 casos los genes de E. grandis 

correspondientes a cada fragmento para el análisis. 
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El análisis in sillico de PgE17 mostró que se co-expresa directamente con proteínas 

que modifican la pared celular y proteínas relacionas con rutas metabólicas de 

síntesis de compuestos aromáticos (Figura 24). Estas proteínas se relacionan con 

la maduración de la siguiente manera: las expansinas que hidrolizan los puentes de 

hidrógeno de celulosa y hemicelulosa, causan la expansión de la pared celular 

(Fukuda, 2014). Sobre las expansinas Reyes et al. (2013) al medir la expresión de 

dos de ellas (PgEXP1 y PgEXP2) en diversos estadios de maduración del fruto de 

guayaba, demostró que sus mayores niveles de expresión se encontraban durante 

los estadios rayado y maduro respectivamente, concluyendo con la importancia de 

estas enzimas para el desarrollo y maduración del fruto. También se co-expresa con 

la β-endo-1,4-manosidasa que hidroliza los enlaces β-1,4 internos de las cadenas 

de manosa de la pared celular, produciendo el ablandamiento característico durante 

la maduración (Wang et al., 2015). Por otra parte, la pectinaesterasa 38 desramifica 

las cadenas de homogalacturanos de la pared celular, liberando residuos de 

celulosa y hemicelulosa, incrementando el ablandamiento del fruto (Cosgrove, 

2016). También se co-expresa con la péptido deformilasa que hidroliza los grupos 

N-formil de las secuencias inmaduras de proteínas cloroplasmáticas en plantas 

(Hou et al., 2007); un malfuncionamiento de esta enzima causa la acumulación de 

proteínas mal plegadas y clorosis, lo que resulta en un mal desarrollo y 

malformación de tejidos, incluido el fruto (Hou et al., 2004). La co-expresión con la 

de-fosfo-CoA-cinasa es removiendo los grupos fosfato de los grupos de CoA 

fosforilados para la biosíntesis de la coenzima A, que es esencial para el intercambio 

gaseoso de las plantas durante la maduración del fruto (Shimosaka y Makarova, 

2019). Por último, la co-expresión con el factor de transcripción MYB51-like se 

relaciona al proceso de maduración debido a que actúa como un transportador de 

calosa a la pared celular (Bondada et al., 2014). Incremento de las concentraciones 

de calosa en la pared celular y floema, ha sido observado durante la maduración de 

la uva (V. vinifera) (Bondada et al., 2017). Con respecto a la co-expresión de PgE17 

con enzimas que producen compuestos aromáticos, ha sido observado que la 

hidroxi-isobutiril-CoA hidrolasa toma parte en su síntesis durante la maduración del 

fruto del durazno (Prunus persica cv. Hjingmilu) (Zhou et al., 2018); así como en la 
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biosíntesis de ácidos grasos (Liang et al., 2014)., que también han sido relacionados 

con la maduración del fruto de oliva (Olea europea cv. Picual) (Corbacho et al., 

2018; Parra-Lobato et al., 2017). El factor ODORANT1 junto al factor de 

transcripción EOBII regula la producción de compuestos aromáticos en flores y 

algunos frutos durante la maduración como el tomate (S. lycopersicum), fresa (F. 

vesca) y arándano (Vaccinium corymbosum) (Colquhoun et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Análisis de co-expresión de la β-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis similar a 

PgE17. Círculo azul, expansinas A10 (XP_010032826.1); A1(XP_010044491.1) y A15 

(XP_010030057.1). Círculo verde, hidroxi isobutiril-CoA hidrolasa 3 (XP_010035927.1). 

Círculo amarillo, pectinaesterasa 38 (XP_10055495.1). Círculo púrpura, factor ODORANT 

1 (XP_10063219.1), círculo naranja, péptido deformilasa (XP_100291531). Círculo dorado, 

factor de transcripción MYB51-like (XP_10037835.1), círculo negro, defosfo-CoA-cinasa 

(XP_10038187.1). Círculo azul marino, β-endo-1,4-manosidasa 6 (XP_10043507.1). Líneas 

amarillas representan la relación text mining; líneas púrpuras, relación determinada 

experimentalmente y líneas negras representan una co-expresión directa entre proteínas. 

 

El análisis de co-expresión de PgGa1 (Figura 25), muestra una asociación con 

enzimas relacionadas a la elongación de la pared celular durante la maduración y 

con otras que están relacionadas indirectamente con este proceso. Dentro de las 

que están relacionadas a la modificación de la pared celular, se tiene la co-expresión 

con las enzimas XET/H que inducen la hidrólisis o la adición de cadenas de 

xiloglucanos a la pared celular, dándole extensibilidad a la célula, este proceso es 
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necesario para la maduración del fruto (Miedes et al., 2011). Por el lado de las que 

están relacionadas indirectamente con la maduración, PgGa1 se co-expresa con las 

proteínas DOMON domain b561, que catalizan el transporte transmembranal de 

electrones y la regeneración de ascorbato (Ifigenia, 2012). Esto podría relacionarse 

con el alto contenido de vitamina C que contiene el fruto de guayaba (Padilla et al., 

2014). Otra co-expresión se da con los factores de transcripción WRKY y RAP2 han 

sido observados trabajando en conjunto en procesos de señalización celular y 

respuesta a estrés biótico y abiótico en el fruto de guayaba (Chen et al., 2017; 

Phukan et al., 2016). Por último, la co-expresión con la ligasa de ARNt mitocondrial, 

específicamente la que transporta metionina, se ha observado que se expresa en 

altos niveles durante la maduración del fruto de palma (Phoenix dactylifera) y del 

tomate (Marondedze et al., 2014). La metionina es el principal precursor del etileno 

y un componente principal en la maduración de frutos climatéricos (Liu et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Análisis de co-expresión de la β-galactosidasa 1 de E. grandis similar a PgGa1. 

Círculo azul, proteínas DOMON domain b561 (XP_10046008.1), b561.2 (XP_10035450.1), 

b561.3 (XP_10067885.1), b561.4 (XP_10067874.1) y b561.5 (XP_10057835.1). Círculo 

púrpura, proteína no caracterizada (XP_10067897.1). Círculo negro, factor de transcripción 

WRKY 33 (XP_10037657.1). Círculo dorado, ligasa de ARNt mitocondrial 

(XP_10030992.1). Círculo verde, XET/H1 (XP_10053644.1) y XET/H2 (XP_10055251.1). 

Líneas amarillas representan relaciones basadas en text mining, líneas púrpuras, relaciones 

determinadas experimentalmente y líneas negras, muestran una co-expresión directa entre 

proteínas. 
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Los análisis de co-expresión de la proteína putativa PgGly1 (Figura 26) muestran 

que actúa en conjunto principalmente con proteínas ceramidas-like neutrales, que 

hidrolizan los enlaces N-acil entre ceramidas, regulando el balance entre residuos 

libres de ceramidas y esfingosinas necesarias para las respuestas de estreses 

bióticos y abióticos (Tani et al., 2003). También se co-expresiona con esfingolípido 

desaturasas y esfingolípido cinasas, que ayudan a la síntesis de compuestos 

volátiles mediante el ciclo de los alcoholes grasos (Figura 27) (Fredj et al., 2018; 

Rizzo, 2015). Por último, la co-expresión con las β-galactosidasas, modifican las 

cadenas de pectina de la pared celular (Huijuan et al., 2018). Estos perfiles de co-

expresión podrían indicar una estrecha relación entre la funcionalidad de PgGly1 

con la regulación de ceramidas, esfingosinas y glucosa en la célula y la modificación 

de la pared celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Análisis de co-expresión de la glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis 

similar a PgGly1. Círculo azul marino, β-galactosidasas (XP_10034809.1, XP_10032293.1). 

Círculo púrpura, esfingolípido-cinasa 1 (XP_10031353.1). Círculo verde, ceramidasa-like 

neutral (XP_10034990.1, XP_10037748.1, XP_10061143.1, XP_10033046.1). Círculo rojo, 

esfingolípido desaturasa, (XP_10057307.1). Líneas amarillas representan relaciones 

basadas en text mining, líneas azules, relaciones bioinformáticas, líneas púrpuras, 

relaciones determinadas experimentalmente y líneas negras, muestran una co-expresión 

directa entre proteínas. 
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Figura 27. Ciclo de los alcoholes grasos. Las enzimas de cada reacción están marcadas 

con un número: 1, acil-CoA sintetasa; 2, acil-CoA grasa reductasa (FAR); 3a, alcohol graso 

deshidrogenasa (FADH); 3b, aldehído graso deshidrogenasa (FALDH); 4, cera sintasa; 5, 

alquilo-DHAP-sintetasa; 6, alquilo glicerol monooxigenasa; 7, lisoplasmogenasa. 

 

7.8 Análisis de expresión qRT-PCR de genes de interés 

 

El análisis de qRT-PCR de PgE17 (Figura 28 verde) muestra una expresión del gen 

en todos los tejidos siendo el mayor en estadio rayado.  Los altos niveles de 

expresión en este estadio son debido a que es durante esta etapa donde el ritmo de 

crecimiento y desarrollo del fruto es mayor, y es necesaria la ruptura de grandes 

cantidades de enlaces β-1,4 de hemicelulosa, en donde las enzimas β-1,4-

endoglucanasas se involucran (Levy et al., 2002). Resultados similares fueron 

descritos por Jara et al. (2019), quienes encontraron altos niveles de expresión de 

β-1,4-endoglucanasas en fresa y tomate en el estadio rayado. Por otra parte, la 

expresión de PgE17 en los estadios maduro y sobre maduro fueron entre 15 y 20 

veces menores. Esta baja expresión se debe a la acumulación de β-1,4-

endoglucanasa durante los estadios anteriores, lo que provoca el agotamiento su 

propio sustrato (hemicelulosa con enlaces β-1,4) (Levy et al., 2002; Mercado et al., 

2010). Estos resultados fueron similares a los encontrados por Mercado et al. (2010) 
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y Jara et al. (2019), quienes al medir los niveles de expresión y actividad enzimática 

de la β-1,4-endoglucanasa en los frutos de tomate y fresa durante los estadios de 

rayado, maduro y sobre maduro, observaron que los mayores niveles de expresión 

y actividad de β-1,4-endoglucanasa eran en estadio rayado y por el contrario los 

menores en el periodo maduro. La expresión en raíz fue cerca de 45 veces menos 

que en el estadio rayado, lo que concuerda con Buchanan et al. (2012), quien 

demostró en sorgo (Sorghum bicolor), maíz (Zea mays), arroz, (Oryza sativa) y 

algunas especies de pasto (Brachypodium sp.), que los niveles de expresión de β-

1,4-endoglucanasa en este tejido, depende de la especie y del tipo de raíz, además 

de que la raíz no necesita de grandes modificaciones a la pared celular. La 

expresión de PgE17 en tallo y hojas fue aproximadamente entre 40 y 45 veces más 

alta que en fruto verde (tejido de referencia). Estos resultados podrían deberse al 

constante y acelerado ritmo de crecimiento y desarrollo del tallo y hoja, ya que las 

enzimas β-1,4-endoglucanasa participan en el rearreglo de estas estructuras (Levy 

et al., 2002; Mercado et al., 2010; Jara et al., 2019). 

Los resultados del análisis qRT-PCR para PgGa1 (Figura 28 azul) muestran 

expresión del gen en todos los tejidos, con los mayores niveles de expresión en los 

estadios rayado y maduro, con valores 55 y 45 veces más que en el estadio verde. 

Esto debido al ablandamiento característico en estos periodos de maduración, el 

cual requiere de la desramificación de cadenas de pectinas que dan soporte y 

firmeza a la pared celular (Cosgrove, 2016). Feng et al. (2021), menciona y clasifica 

a las β-galactosidasas como una enzima clave para la degradación de la pared 

celular y argumentan que un gran número de los genes de la familia de las β-

galactosidasas incrementan sus niveles de expresión durante los estadios de 

rayado y maduro. Por otro lado, se ha observado que la actividad enzimática de las 

β-galactosidasas durante estos estadios genera una liberación constante de 

residuos de hemicelulosa (Franková y Fry, 2013; Salazar y Gamboa, 2013) lo que 

se relaciona con la alta expresión de PgE17 observada en el estadio rayado. Esta 

teoría es confirmada por Zainon et al. (1995), quienes midieron la actividad de las 

β-galactosidasas y las β-1,4-endoglucanasas en el fruto del mango, así como la 

cantidad de sustrato disponible para ambas enzimas (Mangifera indica cv. 
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Harumanis), comprobando que en los estadios rayado y maduro el decremento de 

cadenas de pectinas era causado por enzimas β-galactosidasas, lo que resultaba 

en la liberación de cadenas de hemicelulosa, que a su vez eran hidrolizadas 

mediante la actividad de las β-1,4-endoglucanasas. Por otra parte, la expresión en 

estadio sobremaduro fue 50 veces menor que la de maduro. Esto es probablemente 

por la falta de sustrato de la enzima durante este estadio (Salazar y Gamboa, 2013), 

quedando como la más baja de los estadios de maduración y la segunda más baja 

de todas las muestras, solamente 2 o 3 veces más arriba que la observada en raíz. 

La falta de cadenas de pectina durante el último estadio de maduración se debe a 

la acción de otras enzimas como las pectinaesterasas (Cosgrove, 2016) y 

poligalacturonasas (Salazar y Gamboa, 2013), que actúan en respuesta a la 

liberación masiva de residuos de pectina causada por las β-1,4-endoglucanasas. 

Estos resultados en conjunto indican que la elevada expresión de las β-1,4-

endoglucanasas juegan un rol importante en la degradación de la pared celular, 

proceso que se ha establecido como un contribuyente esencial en el ablandamiento 

del fruto durante la maduración (Feng et al., 2021). Los niveles de expresión en hoja 

y tallo fueron entre 20 y 30 veces más bajos que en fruto, pero más altos que en 

raíz, tejido en el cual la expresión fue nula. Estos resultados sugieren que la pared 

celular de estos tejidos no necesita modificaciones importantes. Hallazgos similares 

fueron reportados en manzana (M. domestica) (Yang et al., 2018). 

En el análisis de expresión qRT-PCR de PgGly1 (Figura 28 amarillo) se observó 

expresión en todos los tejidos, siendo la hoja el órgano con los niveles más altos. 

Esto debido a que las glucosilceramidas son de los esfingolípidos más abundantes 

en las membranas de las células en las hojas y tallo debido al constante y acelerado 

ritmo de crecimiento de estos tejidos (Chen et al., 2008). Resultados que muestran 

niveles de expresión similares de glucosilceramidasa fueron encontrados por Chen 

et al. (2006), en hojas de A. thaliana. Además, Peer et al. (2010) menciona que en 

las hojas y tallo de A. thaliana existe una gran cantidad de residuos de esfingolípidos 

y esfingosina, ya que estos funcionan como un mecanismo de defensa en contra de 

ataques bacterianos.  
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La expresión de PgGly1 durante los estadios de maduración del fruto fue mayor en 

rayado y sobre maduro. Estos resultados son similares a los reportados por 

Corbacho et al. (2018) y Parra-Lobato et al. (2017), quienes reportaron que la 

actividad de enzimas modificadoras de esfingolípidos (glucosilceramidasa no 

lisosomal incluida) se incrementa durante dichos estadios en el fruto del olivo. Esto, 

para incrementar la producción de cadenas base largas de lípidos (LBC), que serán 

posteriormente usadas para la síntesis de esfingolípidos para nuevas membranas 

celulares. Por otra parte, Corbacho et al. (2018), demostró, que durante el estadio 

sobre maduro del fruto de oliva es cuando la concentración de esfingolípidos es 

mayor y por tanto la actividad de enzimas glucosilceramidasas no lisosomales 

también. Esta acumulación de esfingolípidos causa en frutos climatéricos un 

incremento en las cantidades de cadenas largas de lípidos polares (LCPL), que 

generan compuestos volátiles, modificando el olor y sabor de los frutos durante el 

proceso de maduración, sobre todo en los últimos estadios (Klee, 2010; Zhu et al., 

2018). La síntesis de estos compuestos volátiles es producida por el incremento de 

residuos libres de ceramida (debido a la actividad de glucosilceramidasas no 

lisosomales), cuya degradación produce esfingosina-1-fosfato (S1P). 

Posteriormente, esta molécula es transformada a hexadecenal; un modificador del 

olor y sabor en frutas (Rizzo, 2015). La baja expresión de PgGly1 durante el estadio 

maduro es posiblemente debida a la necesidad de biosíntesis de esfingolípidos 

necesarios para la formación de membranas vacuolares y externas de las nuevas 

células (Chen et al., 2009; Corbacho et al., 2018). Estos resultados podrían indicar 

que se requieren niveles bajos de esfingolípidos durante el proceso de maduración 

y por lo tanto la actividad de las glucosilceramidasas no lisosomales es clave para 

que esto suceda. Esto se refuerza con los resultados de Chen et al. (2008), quien 

mostró en mutantes de A. thaliana (sbh1 y sbh2), deficientes en cadenas largas de 

lípidos trihidroxiladas (debido a la inhibición de actividad de glucosilceramidasas no 

lisosomales), mostraron problemas relacionados a la elongación celular, así como 

déficits en el crecimiento y desarrollo de tejidos. 

La constante expresión de PgGly1 en todas las muestras de tejidos, incluidos los 

estadios de maduración, sugiere que la degradación de esfingolípidos juega un rol 
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importante en el proceso de desarrollo de la planta y del fruto. Así como en la 

biosíntesis e incremento de compuestos volátiles, que modifican y aumentan los 

olores y sabores característicos de la fruta madura. 

 

Figura 28. Análisis de expresión qRT-PCR de PgE17 (verde), PgGa1 (azul) y PgGly1 

(amarillo). Los niveles de expresión fueron medidos en los tejidos de raíz, hoja y tallo. 

Además de 4 estadios de maduración (verde, rayado, maduro y sobre maduro). El estadio 

verde fue usado como referencia para la expresión relativa. 

 

7.9 Modelado 3D de PgGly1 

 

Con la secuencia putativa de 179 residuos de aminoácidos de PgGly1, se realizó un 

modelado hipotético y se comparó con el modelo de la GB2TX (5BVU) perteneciente 

a una glucosilceramidasa no lisosomal de Thermoanaerobacterium xylolyticum 

(único modelo disponible de una glucosilceramidasa no lisosomal actualmente) 

obteniendo un 42.5 % de similitud (Figura 29). El modelo hipotético de PgGly1 está 

conformado de 3 estructuras alfa-hélice, unidas por dos estructuras de hoja beta-

plegada (Figura 27A). En la parte del C-terminal, presenta una configuración de 

hojas β en forma de sándwich con α-hélices alrededor característica de las 

glucosilceramidasas no lisosomales (Charoenwattanasatien et al., 2016) (Figura 

29B). La parte desde el residuo de ácido glutámico 727 a la valina terminal 801, 
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pasando el sitio de unión a Ca2+ y el sitio catalítico ácido/base en el residuo de ácido 

aspártico D593 característicos también de las glucosilceramidasas no lisosomales, 

es homóloga a GB2TX (Fredj et al., 2018) (Figura 29C). 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Modelado 3D hipotético de PgGly1. A) Modelado 3D de la secuencia proteica 

putativa de PgGly1. B) Modelado 3D de la proteína GB2TX perteneciente a 

Thermoanaerobacterium xylolyticum (5BVU), la región en rojo corresponde al dominio 

catalítico C-Terminal (DUF608) y en azul el dominio N-terminal. C) Empalme de PgGly1 

(verde), con GB2TX (azul y rojo). 

 

7.10 Construcción de librerías de miRNAs 

 

7.10.1 Cuantificación de ARN para librerías 

 

Se realizaron dos mezclas independientes de las muestras de ARN total, una para 

el estadio rayado y otra para el maduro y a partir de ellas se formaron 3 réplicas 

para cada estadio de aproximadamente 12 mg/µL de concentración final cada una 
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(Tabla 11), posteriormente se cargaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante 

para separar los distintos tipos de ARN y se realizó una electroforesis. 

 

Tabla 11. Concentraciones de las muestras de ARN total de las cuales se 

aislaron los miRNA. 

Muestra Rayadas R1, R2 y R3 Muestra Maduras M1, M2 y M3 

 

R1 

3.27 mg  

 

         12.7 mg 

 

 

M1 

5.26 mg  

 

11.75 mg 

3.88 mg 2.21 mg 

3.68 mg 3.21 mg 

1.84 mg 3.28 mg 

 

 

R2 

2.62 mg  

 

        13.04 mg 

 

M2 

6.44 mg  

13.1 mg 3.39 mg 4.17 mg 

2.92 mg 2.49 mg 

2.24 mg  

 

M3 

7.83 mg  

 

12.51 mg 

 

 

 

R3 

5.07 mg  

 

 

        11.7 mg 

6.36 mg 

1.87 mg 4.68 mg 

2.32 mg  

2.3 mg 

4.13 mg 

 

7.10.2 Aislamiento de miRNAs 
 

Al terminar la electroforesis, se cortó el gel con ayuda del fotodocumentador, 

utilizando dos oligonucleótidos de 20 y 27 pb como marcador de peso molecular 

(Figura 30). Los miRNA no son visibles en el gel debido a su diminuto tamaño y baja 

concentración. 
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Figura 30. Aislamiento de miRNA a partir de gel de poliacrilamida. A) Gel de poliacrilamida 

al 15 % desnaturalizante con las muestras de ARN total (12 mg/µL), los primeros 6 pozos 

corresponden al fruto rayado, mientras que los últimos 3 al fruto maduro. B) Las líneas rojas 

muestran el corte en el gel. 

 

7.10.3 Electroforesis y asilamiento del producto de RT-PCR de las librerías 

 

Para verificar la correcta amplificación de los productos de RT-PCR obtenidos, se 

llevó a cabo una electroforesis, en donde se realizó un corte en el gel para aislar las 

construcciones de miRNAs, tomando en cuenta que la longitud exacta de una 

librería es de entre 160 y 165 pb (Figura 31). 

 

Figura 31. Electroforesis de RT-PCR de librerías de miRNA. A) Gel sin cortar, la flecha roja: 

banda de 160 nt correspondiente a una librería de miRNA correcta. B) Línea roja: corte para 

el aislamiento de las librerías, línea azul: producto vacío de adaptadores sin miRNA, línea 

verde: producto vacío de adaptador 3’ y oligonucleótido BRIDGE sin miRNA, línea morada: 

dímeros de primers. 
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7.10.4 Digestión de las librerías con EcoR1 

 

Se realizó una digestión de las librerías obtenidas con la enzima EcoR1 (Figura 32), 

con la finalidad de separar los adaptadores Illumina 5’ y 3’ (30 pb en conjunto), 

obtener un producto de 130 -135 pb y comprobar que exista una secuencia de 

miRNA insertada en la construcción. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Digestión de las librerías de miRNA. La flecha roja indica el producto digerido de 

la construcción, (sin adaptadores) con un peso aproximado de 130 pb. La línea verde 

muestra las construcciones completas sin digerir como controles, con un peso aproximado 

de 160 pb. La diferencia con el producto digerido es de los 30 pares de base esperados. 

 

7.10.5 Identificación, distribución y tamaño de miRNAs encontrados en guayaba 

 

La secuenciación de las librerías arrojó un total de 16,729,248 secuencias, a las 

cuales se les removió el adaptador y fueron filtradas para obtener aquellas de entre 

18 y 22 pb, disminuyendo su número a 244,277. Estas secuencias fueron mapeadas 

contra el genoma de guayaba y la base de datos de la página web miRBase (ver. 

22) lo que reveló similitud con 3909 secuencias, de las cuales solamente se tomaron 

en cuenta los miRNA maduros, resultando en 77 secuencias. Posteriormente se 

identificaron 29 familias de miRNAs (Figura 33) de las cuales la MIR166 fue la que 

expresó un mayor número de miembros con 14 en rayado y 9 en maduro. Esta 

familia consta de 26 miembros y se le atribuyen funciones relacionadas al desarrollo 

de los meristemos apicales en tallo (SAM) (Li X et al., 2017). Su expresión es la 
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respuesta principal a estreses salinos y ajustes de crecimiento (Kitazumi et al., 

2015). La familia MIR482 fue la segunda con más 

miembros expresados, con 8 en maduro y 7 en rayado, seguida de la MIR 395 con 

7 en maduro y 6 en rayado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Distribución de los miRNAs de guayaba. A) Miembros de familias de miRNA 

expresados en estadio rayado (amarillo) y estadio verde (verde). B) Diagrama de venn, de 

la distribución de las familias de miRNAs encontrados en estadio rayado (RPg) y maduro 

(MPg). 

 

El tamaño de los miRNAs encontrados varía entre 18 y 25 nt, siendo el de 21 nt (84 

secuencias) el más abundante, seguido de 22 nt (24 secuencias), 20 nt (12 
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secuencias), del resto se encontró una secuencia de 25 nt, una de 23 nt, una de 19 

nt y una de 18 nt (Figura 34), estos tamaños son validados por la mayoría de los 

trabajos relacionados a miRNAs en plantas (Zhang et al., 2009; Ferdous et al., 2015; 

Carthew et al., 2009; Axtell y Bartel, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Distribución de los tamaños de miRNAs encontrados en guayaba. 

 

7.10.6 Análisis filogenético de los miRNAs de guayaba 

 

El análisis filogenético (Figura 35), reveló que los miRNAs se encuentran altamente 

conservados en el género de las Magnoliopsidas. Además que la familia MIR166 es 
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la más conservada entre especies, con 14 diferentes plantas, como A. thaliana, 

Nicotiana tabacum y O. sativa, entre otras (Ding et al., 2018; Jung y Park, 2007; Li 

F et al., 2015). Las familias MIR168 y MIR482 son las siguientes más conservadas 

con 7 y 6 organismos en común, respectivamente. También se encontró que la 

familia Brassicaceae obtuvo el mayor número de miRNAs conservados con un total 

de 20 familias (69 %) donde A. thaliana fue el miembro que más conservación 

presentó.  Además, 12 familias de miRNA (41.4 %) están conservadas en las 

Myrtaceae. En las Poaceae se encontraron 16 familias conservadas (55 %). Por 

último, las Rutaceae y las Asparagaceae (orden Malpighiales) se encontraron 8 y 9 

familias (31 y 32 %) respectivamente. Curiosamente, solamente 8 familias de 

miRNAs (20.7 %), (MIR165, MIR166, MIR393, MIR482, MIR8175 y MIR5139), están 

conservadas en plantas que producen frutos de tipo climatérico (M. domestica, 

Cucumis melo y S. lycopersicum), estas familias también han sido encontradas en 

estudios previos de miRNAs expresados en frutos climatéricos durante su 

maduración (Ma et al., 2020; Bai et al., 2020; Kitazumi et al., 2015).  

Figura 35. Relación filogenética de los miRNA encontrados en guayaba con otras plantas. 

En el panel izquierdo se muestra un dendrograma de 20 especies de plantas de 11 

diferentes familias que contienen miRNAs encontrados en guayaba. En el panel derecho se 

muestra un cuadro de los miRNAs encontrados en cada planta marcados en verde y con 

un número 1. En la parte de arriba se muestra la familia de miRNA. 

 

7.10.7 Identificación de miRNAs expresados en estadio maduro y rayado 

 

En fruto maduro se encontraron 27 de las 29 familias (Figura 36), entre las que 

destacan: MIR160, 169, 319, 528, 530, 535, 777, 1511, 2120, 2865 y 5139 por 

haberse expresado únicamente durante este estadio. La familia MIR 160 regulariza 

la expresión de factores de respuesta a auxinas (ARFs) los cuales son esenciales 

para el desarrollo y crecimiento de frutos climatéricos (Yang et al., 2019), esto ha 

sido confirmado por Hendelman et al. (2012) quienes al inhibir la expresión del 

miRNA 160 en tomate, provocaron la acumulación del ARF10 (enzima producida 

mayormente en el pericarpio del fruto durante el estadio maduro) causando la 

malformación de frutos y mal desarrollo de hojas y raíces. Además, existe evidencia 
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de que los ARFs regulan de manera directa la expresión de los factores de 

respuesta a etileno (Trainotti et al., 2007), afectando de manera directa al proceso 

de maduración. El miRNA 169 se expresa en presencia de altas concentraciones 

de sal y tiene como objetivo a los factores de transcripción NF-Y (Zhao et al., 2009). 

En estudios recientes se ha demostrado que la inhibición de factores de 

transcripción NF-YA y NF-YB aumenta el tiempo de maduración y genera déficit en 

la coloración del fruto del tomate durante el estadio maduro (Li S et al., 2016). La 

familia MIR319 regula a los miembros de la familia de factores de transcripción 

EOSINTEBRANCHED1/CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACT (TCP), los 

cuales juegan un importante rol en el desarrollo y crecimiento de las plantas (Fang 

et al., 2020). En específico el factor TCP9 ha demostrado tener relación con la 

firmeza del fruto, producción de antocianinas y ácido abscísico (ABA), en etapas 

tempranas de la maduración en fresa, en donde también se observó la regulación 

de manera natural de este gen durante el estadio maduro por el miRNA319 (Xie et 

al., 2019). El miRNA 528 regula los genes de polifenol oxidasa (PPO), los cuales se 

han observado inhiben especies reactivas de oxígeno (ROS) que producen 

oscurecimiento en la cáscara de frutos como la banana (Musa acuminata) (Ma et 

al., 2020), se sabe que la guayaba es rica en polifenoles (Camarena-Tello et al., 

2018; Padilla et al., 2014). Existe evidencia de que la familia MIR 530 es altamente 

expresada durante el estadio maduro de frutos como el plátano y el melón (C. melo) 

(Bi et al., 2015; Bai et al., 2020). Expresión del miRNA 535 ha sido encontrada en 

el mesocarpio de la piña (Ananas comosus) durante el estadio maduro (Yusuf y 

Kumar, 2011; Yusuf et al., 2015) y su función ha sido relacionada con la producción 

de ácido ascórbico en nopal (Opuntia robusta) (Cedillo-Jiménez et al., 2020), 

metabolito encontrado en altas cantidades en el fruto de la guayaba (Padilla et al., 

2014). Además de regular la expresión de la serina/treonina cinasa HT1, enzima 

descrita como un inhibidor para la síntesis de etileno en manzana, (Wu et al., 2016; 

Onik et al., 2018). Antecedentes del miRNA 777 solo han sido encontrados en A. 

thaliana (Rajagopalan et al., 2006), ni el gen objetivo o su función han sido descritos, 

los resultados en este estudio indican que podría tener una relación directa con el 

proceso de maduración. Bajos niveles de expresión del miRNA 1511 se han 
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encontrado en frutos de palma y banana durante el estadio maduro (Bi et al., 2015; 

Xin et al., 2015), sin embargo, poco se sabe de su acción. Xu et al. (2018) al inducir 

factores de oscurecimiento en el fruto de lufa (Luffa cylindrica), encontraron que el 

miRNA 1511 se expresaba levemente, sin embargo, fue catalogado como una 

familia no conservada en ese fruto. La familia MIR 2120 había sido descrita en O. 

sativa como elicitor fúngico (Baldrich et al., 2015). Sin embargo, otros estudios 

(Huang et al., 2009) muestran su expresión en respuesta a la acumulación de 

cadmio (Cd2+) y zinc (Zn2+) en plantas. De ser cierto esto es probable que su gen 

objetivo pertenezca a la familia de proteínas inducidas por ABA, maduración y estrés 

(ASRs), pues se ha observado que la exposición al cadmio y zinc induce la 

producción de estas enzimas que a su vez son reguladas por miRNA (Zhang et al., 

2019). Anteriormente se ha descrito que estos residuos metálicos disminuyen la 

producción de hoja y fruto en plantas de tomate (Hédiji et al., 2015). MIR 2865 es 

una nueva familia de miRNAs descubierta en arroz y clasificada como elemento 

regulador en el aborto de gametofitos femeninos (Yang et al., 2017). Su precursor 

se encuentra en el cromosoma 8 del genoma del arroz y forma el complejo efector 

con la proteína AGO1 (Wu et al., 2009). Por último, la familia MIR 5139 únicamente 

ha sido mencionada por Harkess et al. (2017) en el genoma del espárrago 

(Asparagus officinalis), su función o gen objetivo no han sido descritos. 

En fruto rayado se encontraron 17 familias (Figura 34), de las cuales MIR171 y 

MIR3434 fueron exclusivas para este estadio. La familia MIR171 ha sido encontrada 

anteriormente durante los estadios tempranos de maduración de la fresa y baya de 

goji (Lycium barbarum), (Zeng et al., 2015) y se expresa en presencia de grandes 

concentraciones de CO2 (Wang et al., 2020). El miRNA171 tiene como objetivo a 

los factores de transcripción GRAS (GIBBERELLIN-INSENSITIVE (GAI), 

REPRESSOR OF GA1-3 (RGA)AND SCARECROW (SCR)) las cuales tienen 

múltiples funciones en el desarrollo de raíz, tallo y señalización o represión del ácido 

giberélico (Hirsch y Oldroyd, 2009). Sin embargo, recientemente también se han 

descrito como factores de regulación de la maduración involucrados en la 

biosíntesis del etileno en fresa y tomate, en específico el factor GRAS4 donde su 

sobreexpresión acelera la maduración (Liu et al., 2021; Chen et al., 2019). El miRNA 
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3434 es el único miembro de la familia MIR3434 y anteriormente solo ha sido 

encontrado en A. lyrata, su función y gen objetivo no han sido descritos (Fahlgren 

et al., 2010). 

 La aparición de más familias de miRNAs en estadio maduro podría indicar, que 

durante este periodo el fruto requiere de una regulación más amplia de su 

metabolismo, esto es confirmado por Xin et al. (2015), quienes demostraron en fruto 

de palma que es en estadio maduro donde se da la mayor expresión de miRNAs 

durante toda la maduración, con un total de 188 miRNAs de 238 familias 

encontradas.           

Las familias con mayor número de miembros expresados en ambos estadios fueron 

las MIR159, MIR166, MIR395, MIR 398 y MIR 482 (Figura 34). La familia MIR159 

es una familia altamente conservada entre plantas, de la que se sabe que su único 

gen objetivo son los factores de transcripción GAMYB (Millar et al., 2019). Dentro 

de la familia de genes GAMYB encontramos a MYB33 y MYB101, involucrados en 

procesos de señalización por acumulación de ABA (Reyes y Chua, 2007), el cual 

es un metabolito esencial durante la maduración de frutos como la uva (V. vinifera) 

(Sun et al., 2010; Guo et al., 2018), esto indicaría que la regulación de señalización 

ABA mediante los factores MYB podría interferir con el proceso de maduración. 

Además, encontramos a los factores MYB65-like los cuales tienen un rol importante 

en la maduración de los frutos, ya que actúan como transportadores de calosa a la 

pared celular, modificando la firmeza del fruto (Bondada et al., 2014). Evidencia del 

incremento de calosa, en floema y pared celular durante la maduración ha sido 

previamente descrito en uva (Bondada et al., 2017). La familia MIR 166 es una de 

las más conservadas en plantas, sus funciones son la modulación de múltiples 

factores de desarrollo anteriormente descritos. Esta familia ha sido encontrada 

durante todos los estadios de maduración de frutos como la baya goji y la banana 

(Bi et al., 2015; Zeng et al., 2015). Sin embargo, su rol dentro de la maduración se 

podría dividir en dos funciones: la primera es su afinidad por las proteínas 

homeodomain-Leu-Zipper III (HD-ZipIII), cuya función es la de controlar y dar 

mantenimiento al crecimiento apical de los meristemos, así como el nacimiento de 

órganos laterales, mediante el control del flujo de auxinas en la planta (Elhiti y 
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Stasolla, 2009). La regulación negativa de estas proteínas mediante el miRNA166 

afectaría el flujo y señalización de auxinas, el cual previamente ha sido descrito 

como parte esencial en el desarrollo y crecimiento de frutos climatéricos (Trainotti 

et al., 2007; Yang et al., 2019). La segunda fue descrita por Carbone et al. (2019) 

en el fruto del olivo, quien menciona que se involucra en el desembalaje y 

modificación de la pared celular, mediante la inhibición de genes objetivo 

relacionados a la biosíntesis de residuos de glucoesfingolípidos y galactosa. Se 

sabe que estos residuos son factores principales en la estructura de la pared celular, 

y que su modificación o degradación es parte esencial del proceso de 

ablandamiento, característico de frutos climatéricos (Corbacho et al., 2018; Parra-

Lobato et al., 2017; Zhang et al., 2019; Cosgrove, 2016). La familia MIR 395 está 

altamente conservada en plantas y han sido caracterizados sus 24 miembros en 

arroz (Guddeti et al., 2005), tiene como gen objetivo las ATP-sulfurilasas y se 

expresa frente a estrés de grandes cantidades de sulfatos (Gharat y Shaw, 2016), 

es un componente principal en la red de regulación y asimilación de sulfatos en 

plantas (Matthewman et al., 2012). La alta expresión del miRNA395 provocaría la 

inhibición de enzimas reguladoras de azufre, lo que incrementaría su concentración. 

De ser cierto esto, el azufre en exceso sería utilizado para la biosíntesis de cisteína 

y metionina, precursores principales del etileno (Binder, 2020), hormona principal 

durante la maduración de frutos climatéricos como la guayaba y que se presenta en 

mayor cantidad durante los estadios de rayado y maduro (Trainotti et al., 2007), así 

como también para asegurar el buen desarrollo del fruto evitando irregularidades 

osmóticas por exceso o falta de clorofila y pigmentación por déficit (Iqbal et al., 

2013). La familia MIR 398 fue descrita en A. thaliana como uno de los principales 

reguladores del estrés oxidativo en plantas (Sunkar et al., 2006). La mayor actividad 

y expresión del miRNA398 ha sido observada en estadio maduro del arándano (Hou 

et al., 2017), melón (Bai et al., 2020), olivo (Carbone et al., 2019) y baya Kyoho y 

baya Fengzao (V. labrusca) (Guo et al., 2018), lo que concuerda con nuestros 

resultados en donde se puede observar una mayor cantidad de miembros de la 

familia MIR 398 en estadio maduro. Su principal función es la regulación de las 

superóxido dismutasas 1 y 2 (CSD1 y CSD2), que se encargan de disminuir la 
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cantidad de agentes reactivos de oxígeno (EROS) como el H2O2 y el O2- en plantas 

y en especial durante la maduración (Jiménez et al., 2002) y una proteína chaperona 

encargada de entregar los iones de cobre a CSD 1 y 2 (CCSD1) (Bouché, 2010). 

Tomando en cuenta que la maduración es un proceso oxidativo que requiere de 

enzimas que cuiden el delicado equilibrio entre los EROS producidos por la 

respiración (Jiménez et al., 2002), el rol dentro de la maduración del miRNA398 se 

podría dividir en dos sistemas diferentes: el primero es la regulación de las enzimas 

CSD1 y 2. Existe abundante evidencia que la actividad de estas dos enzimas 

disminuye drásticamente a partir del estadio maduro de los frutos de tomate (Kumar 

et al., 2016), baya Kyoho (Guo et al., 2016) y mango (Mangifera indica) (Razzaq et 

al., 2013), justo cuando la actividad del miRNA 398 es más abundante. La 

regulación negativa de CSD1 y 2 genera una acumulación de agentes EROS, que 

provoca la senescencia del fruto. Esta diminución de actividad en CSD1 y 2 había 

sido atribuida a la acumulación de el H2O2 en la mitocondria y el pericarpio del fruto 

(Jiménez et al., 2002; Kumar et al., 2016), sin embargo, con nuestros resultados 

podríamos inferir que el miRNA398 también es una causa probable de su 

regulación, lo que podría indicar su importancia en las etapas finales de la 

maduración del fruto y la culminación de su ciclo de vida. El segundo sistema radica 

en la inhibición de la proteína CCSD1 encargada de la entrega del ion cobre a CSD1 

y CSD2 (Bouché, 2010). La regulación de esta enzima provocaría un incremento en 

la concentración del ion cobre en el fruto de estadio maduro, evidencia de esto ha 

sido encontrada en cereza, manzana (Brown et al., 1996) y níspero (Rop et al., 

2011). Los iones de cobre son llevados por la proteína Respondedora de 

Antagonista 1 (RAN1) hasta el receptor de etileno ETR1, el cual requiere de Cu2+ 

como cofactor para detectar el etileno, comenzando así la transcripción de genes 

asociados a la maduración (Rodríguez et al., 1999; Liu et al., 2015; Agarwal et al., 

2012). Esta evidencia proporciona un importante rol del miRNA398 durante la 

senescencia y la generación de enzimas relacionadas a los últimos periodos de 

maduración del fruto. Por último, la familia MIR 482 tiene como objetivo a la familia 

de proteínas con dominios de sitio de unión a receptores ricos en leucina (NBS-

LRR) las cuales confieren resistencia al ataque de patógenos, en especial al virus 
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del mosaico del tabaco (TMV) (Zhu et al., 2013; Jiang et al., 2019). La expresión de 

esta familia durante la maduración de frutos como la naranja dulce (Citrus sinensis), 

(Wu et al., 2016), la fresa (Haile et al., 2019) y la frambuesa negra (Rubus coreanus) 

(Chen et al., 2018), se reporta principalmente durante el estadio rayado de 

maduración, permitiendo la actividad de las proteínas NBS-LRR en el periodo donde 

el fruto es más vulnerable al ataque de patógenos (Haile et al., 2019). En A. thaliana 

se ha descrito los genes SMG7 como objetivos del miRNA482, los cuales se 

encargan de la degradación de ARN viejos o aberrantes (An et al., 2015; Capitao et 

al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Clasificación ontológica de los genes objetivos de los miRNAs encontrados en 

guayaba. Fondo amarillo, miRNAs encontrados en fruto maduro. Fondo verde, miRNAs 

encontrados en fruto rayado. Fondo naranja, miRNAs encontrados en ambos estadios. 

GAMYB, gibberellic acid dependent MYB, S/T KA, serine/threonine kinase activity, ATP-S, 

ATP sulfurylase, OG, obscuring genes response, CSD, SUPER OXIDE DISMUTASE, PPO 

PLYPHENOL OXIDASE, HMP, heavy metal presence, GMA, feminine gametophytes 
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abortion, NBS-LRR, NUCLEOTIDE BINDING SITE FOR LEUCINE RICH REGIONS, GRAS 

GIBBERELLIN-INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GAI-3 (RGA) AND SCARECROW 

(SCR), GA, gibberellin acid, TCP, EOSINTEBRANCHED 1/CYLOIDEA/PROLIFERATIN 

CELL FACT, ARF, AUXINE RESPONSE FACTORS, HD-ZIP III, HOMODOMAIN LEUCINE 

ZIPPER III, TF-NF-Y, NUCLEAR FACTOR Y, TRANSCRIPTION FACTOR, UF, Unknown 

function. 

 

7.10.8 Identificación de miRNAs relacionados al proceso de maduración 
 

Se encontraron miRNAs que podrían tener una relación directa (relacionados a la 

biosíntesis de etileno, modificación de pared celular o regulación de enzimas 

esenciales para el proceso de maduración), o indirecta (factores de crecimiento, 

enzimas secundarias, captación de iones metálicos esenciales) con la maduración 

(Tabla 12). En los relacionados de manera directa se encontró al miRNA 535, quien 

regula la expresión de la enzima HT1, la cual inhibe la producción de etileno (Wu et 

al., 2016; Onik et al., 2018). También el miRNA 171 quien regula al factor de 

transcripción GRAS4, involucrado en la biosíntesis del etileno (Liu et al., 2021; Chen 

et al., 2019). El miRNA319 quien regula los factores TCP9, alterando la firmeza del 

fruto y producción de ABA (Fang et al., 2020). El miRNA159 encargado de regular 

los factores MYB33, MYB101, que mediante señalizaciones de ABA ayudan al 

proceso de maduración y a MYB65, el cual modifica la pared celular mediante la 

adición de residuos de calosa (Guo et al., 2018; Bondada, 2014). El miRNA 166 que 

regula genes relacionados con la biosíntesis de residuos de glucoesfingolípidos y 

galactosa, modificando la estructura de la pared celular y la firmeza del fruto (Yang 

et al., 2019). Por último, se tiene al miRNA 160 quien regula los ARF los cuales se 

relacionan con el metabolismo de señalización del etileno durante la maduración de 

fruto climatéricos (Trainotti et al., 2007). 
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Tabla 12. miRNAs de relación directa e indirecta con la maduración. 

miRNA Tipo de relación 

con la maduración 

Gen objetivo Observaciones 

sobre su acción 

159 Directa Factor de transcripción MYB33, 

MYB101 y MYB65 

Firmeza del fruto 

Producción de ABA 

160 Directa ARFs Señalización de etileno 

166 Directa Proteínas HD-Zip III Firmeza del fruto 

169 Indirecta NF-YA, NF-YB Coloración de fruto 

maduro 

171 Directa Factor de transcripción GRAS4 Biosíntesis de etileno 

319 Directa Factor de transcripción TCP9 Firmeza del fruto 

Producción de ABA 

395 Indirecta ATP-sulfirilasas Síntesis de metionina y 

cisteína 

398 Indirecta CSD1, CSD2 y CCSD1 Producción de iones 

cobre 

528 Indirecta PPO Oscurecimiento del fruto 

535 Directa Enzima HT1 Biosíntesis de etileno 

2120 Indirecta Proteínas ASRs Señalización ABA 

 

Los de relación indirecta son el miRNA 169, que si se sobre expresa, afecta a los 

frutos en maduración provocando déficit en su coloración debido a la inhibición de 

factores NF-Y (Li et al., 2016). El miRNA 528 regula PPO que ayudan a prevenir el 

oscurecimiento enzimático en fruto maduro (Ma et al., 2020). El miRNA 2120, se 

expresa en presencia de iones Cd2+ y Zn2+ y su gen objetivo son las ASR 

participantes en el metabolismo de señalización ABA (Huang et al., 2009). El miRNA 

395 regula las ATP-sulfirilasas, dejando libre azufre para su conversión a cisteína y 

metionina, precursores del etileno (Gharat y Shaw, 2016). El miRNA 398 quien 

media el estrés oxidativo del fruto durante su maduración, regulando los factores 

CSD 1 y 2, y también a la proteína chaperona CCSD1, incrementando los iones 

cobre para su posterior uso en el metabolismo de la señalización de etileno (Agarwal 

et al., 2012; Sunkar et al., 2006). 
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

Se identificaron y analizaron bioinformáticamente tres secuencias parciales de 

genes relacionados con la modificación de la pared celular en guayaba: β-1,4-

endoglucanasa (PgE17), β-galactosidasa 1 (PgGa1) y una glucosilceramidasa no 

lisosomal (PgGly1).  

El análisis bioinformático mostró que PgE17 pertenece a una β-1,4-endoglucanasa 

17 que incluye parte del dominio conservado Glyco_hydro_9 y el motivo PLN02266. 

PgGa1 pertenece a una β-galactosidasa 1 que contiene el dominio Glyco_hydro_35 

y el sitio activo GGPIILSQIENEF, distintivos de la familia GH35. PgGly1 

corresponde a una glucosil ceramidasa no lisosomal y contiene el dominio catalítico 

DUF608 de la región C-terminal, característico de la familia GH116.  

El análisis filogenético reveló que estos genes están altamente conservados en la 

familia Myrtaceae, además de tener genes homólogos en las especies dentro de 

esta familia.   

El análisis de qRT-PCR mostró la expresión de los 3 genes de interés en todos los 

tejidos. Además, se observó que la expresión de PgE17 y PgGa1 es mayor en los 

estadios de rayado y maduro. Para PgGly1 los mayores niveles de expresión fueron 

en hoja y estadio sobre maduro. Esto indicaría que la función de PgGly1 es crucial 

para el metabolismo basal de la planta y que además juega un rol importante en el 

desarrollo del fruto. 

Se identificaron y caracterizaron 29 familias de miRNAs expresados durante los 

estadios de maduración rayado y maduro de la guayaba, siendo las familias 

MIR166, MIR482 y MIR395 las que mayor número de miembros expresaron.  

Se identificó y describió la función de 6 familias de miRNA (MIR159, MIR160, 

MIR166, MIR171, MIR319, MIR535) que se involucran de manera directa al proceso 

de maduración y otras 5 (MIR169, MIR395, MIR398, MIR528, MIR2120) de manera 

indirecta. 
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